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1 UVOD 
Polži so izredno raznolika in evolucijsko zelo uspešna taksonomska skupina. Zanje je 
značilno, da skozi t. i. pedalne žleze izločajo slino, ki jim omogoča premikanje, vlaženje, 
zaščito, adhezijo in regeneracijo tkiva (Greistorfer in sod., 2017). Omenjene biološke 
funkcije so posledica njene kompleksne kemijske sestave (Newar in Ghatak, 2015), ki bi 
lahko bila zaradi protimikrobnega učinka, enostavne uporabe, zaviranja vnetnih procesov in 
vzpodbujanja celične regeneracije uporabna ne le v kozmetični industriji, temveč tudi v 
zdravstvu, na primer za zdravljenje kroničnih ran. Njihovo zdravljenje z uveljavljenimi 
protimikrobnimi učinkovinami je namreč zaradi pojavljanja odpornosti bakterij proti 
antibiotikom in tvorbe biofilma pogosto problematično (Perez in sod., 2012; Harti in sod., 
2016).  
 
Odpornost bakterij proti antibiotikom je pojav, ki ga pospešuje selektivni pritisk zaradi 
njihove prekomerne in nepravilne uporabe. Posledično zdravljenje okužb v moderni 
medicini postaja vse težje, v nekaterih primerih celo nemogoče (WHO, 2014). Reševanje 
tega problema zahteva premišljeno načrtovanje javnozdravstvenih ukrepov po vsem svetu, 
kot so izboljšan nadzor nad okužbami, omejevanje uporabe antibiotikov in uvedba 
alternativnih protimikrobnih zdravil (Prestinaci in sod., 2015). Danes na pomenu močno 
pridobivajo raziskave novih pristopov za obvladovanje okužb. Vključujejo tako preizkušanje 
potencialnega protimikrobnega delovanja različnih učinkovin, kot tudi testiranje njihovega 
vpliva na lastnosti, povezane z dejavniki virulence. Zato bi bilo poleg že dokazanega 
protimikrobnega učinka določenih komponent polžje sline (Bortolotti in sod., 2016; 
Dolashki in sod., 2020; Pitt in sod., 2015; Zhong in sod., 2013) zanimivo raziskati tudi njen 
vpliv na tvorbo biofilma. 
 
Tvorba biofilma je dejavnik virulence, ki bakterijam omogoča preživetje v neugodnih 
razmerah. Biofilmi so klinično pomembni predvsem zato, ker bakterijam omogočajo 
povečano odpornost proti antibiotikom in lahko predstavljajo vir ponavljajočih se okužb 
(Donlan, 2001). Bakteriji Pseudomonas aeruginosa in Staphylococcus aureus sta 
oportunistična patogena, ki sta pogosto izolirana iz kroničnih ran in sta pomembna tvorca 
biofilma (Davies in sod., 2004; Gjødsbol in sod., 2006; Davis in sod., 2008). 
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Cilji magistrske naloge so bili: 
- Optimizirati sistem za preizkušanje vplivov polžje sline na tvorbo biofilma. 
- Izmed sedmih sevov bakterije S. aureus in šestih sevov bakterije P. aeruginosa, 
pridobljenih iz kroničnih ran, izbrati po dva najboljša tvorca biofilma v 
optimiziranem sistemu. 
- V optimiziranem sistemu preveriti učinek polžje sline na tvorbo biofilma pri dveh 
sevih bakterije S. aureus in dveh sevih bakterije P. aeruginosa. 
- Preveriti protimikrobno delovanje sline polža vrste Helix aspersa Müller na dveh 
sevih bakterije S. aureus in dveh sevih bakterije P. aeruginosa. 
 
Predpostavili smo naslednje hipoteze: 
- Polžja slina bo rast različnih sevov inhibirala različno močno. 
- Polžja slina bo različno močno inhibirala tvorbo biofilma različnih sevov. 
Žlender T. Vpliv polžje sline na rast in tvorbo biofilma pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
3 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 POLŽJA SLINA 
Polžja slina polžem omogoča številne biološke funkcije, kot so premikanje, vlaženje, zaščita, 
adhezija in regeneracija tkiva. Izločajo jo skozi pedalne žleze na dorzalnem in ventralnem 
delu njihovega telesa (Greistorfer in sod., 2017).  
 
2.1.1 Kemijska sestava polžje sline 
Kemijska sestava polžje sline je odvisna od vrste polža. Običajno vsebuje med 90 in  
99,7 % vode (Denny, 1983). Preostali del sline predstavljajo peptidoglikani, 
glikozaminoglikani, glikoproteinski encimi, hialuronska kislina, bakrovi peptidi, 
protimikrobni peptidi, sladkorji in minerali (Denny, 1983; Gabriel in sod., 2011; Greistorfer 
in sod., 2017). Med biološko aktivnimi makromolekulami najdemo glikoproteine (npr. 
ahacin) in mukopolisaharide (Denny, 1983). Polžja slina vsebuje tudi alatonin, ki vzpodbuja 
celično delitev in celjenje ran, glikolno kislino, ki poveča nastajanje kolagena in pospeši 
naravno luščenje kože ter elastin (Araújo in sod., 2010; Bernstein in sod., 2001; Grover in 
Reddu, 2003).  
 
2.1.2 Protimikrobne lastnosti polžje sline 
Protimikrobne lastnosti sline polža ahtnika (Achantina fulica) so prvič opisali v 80-tih letih 
19. stoletja na Japonskem. Polžjo slino so zmešali z vodo, centrifugirali in supernatant 
uporabili za testiranje protimikrobne aktivnosti z disk difuzijsko metodo. Na enak način so 
testirali tudi frakcijo mucina, ki so ga izolirali s precipitacijo v etanolu. Do inhibicije rasti je 
prišlo tako pri po Gramu pozitivnih (Bacillus subtilis, S. aureus) kot pri po Gramu negativnih 
(Escherichia coli in P. aeruginosa). Če so mucin tretirali s proteinazo, je le-ta izgubil 
protibakterijske lastnosti, med tem ko pri tretiranju s glukozidazo ni prišlo do spremembe v 
aktivnosti. Protimikrobno aktivnost so tako pripisali beljakovinam (Iguchi in sod., 1982). 
Sledile so biokemijske preiskave, v katerih so ugotovili, da gre za glikoprotein velik med 
140 in 160 kDa. Poimenovali so ga ahacin. Ugotovili so tudi, da ahacin deluje baktericidno 
le proti aktivno rastočim organizmom. Ker je njegov spekter delovanja širok, so sklepali, da 
napade komponento, ki je tem bakterijam skupna (npr. peptidoglikan ali citoplazemsko 
membrano) (Otsuka-Fuchino in sod., 1992). Zhong in sod. (2013) so kasneje v polžji slini 
ahatnika odkrili še manjši peptid, velik približno 9700 Da, ki je deloval protimikrobno proti 
bakterijam Bacillus spp. in Klebsiella pneumoniae ter proti glivi Candida albicans, še 
posebej učinkovito pa je zaviral rast bakterije S. aureus. Razlog za takšno selektivnost ni 
znan (Zhong in sod., 2013).  
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Slina hrapavih vrtnih polžev (Helix aspersa Müller) vsebuje protimikrobne proteine v 
velikosti od 30 do 100 kDa (Pitt in sod., 2015). Mucinov in mukoproteinov je v njihovi slini 
manj v primerjavi s slino velikih vrtnih polžev (Helix pomatia) (Gabriel in sod., 2011). 
Proteina podobnega ahacinu v njihovi slini niso našli, vendar bi kljub temu lahko bil prisoten 
v manjših koncentracijah. Topne frakcije sline hrapavih vrtnih polžev delujejo na bakterije 
S. aureus podobno kot topne frakcije polža ahatnika. Njen inhibitorni učinek na bakterijo P. 
aeruginosa pa naj bi bil v primerjavi s slino polža ahatnika močnejši. Sklepamo lahko, da 
protimikrobne učinkovine v slini vrtnega polža delujejo na drugačen način kot ahacin (Pitt 
in sod., 2015).  
 
Dolshaki in sod. (2020) so testirali vpliv 17-tih peptidov, izoliranih iz sline polža Cornu 
aspersa, s potencialno protimikrobno aktivnostjo na bakterijah Pseudomonas aureofaciens, 
Brevibacillus laterosporus in Clostridium perfringens. Odkrili so različne peptidne frakcije, 
ki so delovale protimikrobno proti B. laterosporus, frakcije z Mw 10–30 kDa, ki so delovale 
proti bakteriji E. coli in frakcije z Mw < 20 kDa, ki so delovale proti bakteriji C. perfringens. 
 
2.1.3 Vpliv polžje sline na celjenje ran 
Normalno celjenje ran poteka v več fazah. Kadar je celjenje ran ovirano in se le-te ne zacelijo 
v osmih tednih, govorimo o kroničnih ranah (Mustoe in sod., 2006). Vzrokov za njihov 
nastanek je več, od starostnih sprememb v imunskem odzivu, slabe arterijske prekrvavitve, 
venske hipertenzije in drugih fizioloških dejavnikov do okužbe z bakterijami. Mikrobiota 
kroničnih ran je heterogena, vendar iz njih najpogosteje izolirajo bakteriji S. aureus in P. 
aeruginosa (Davies in sod., 2004; Gjødsbol in sod., 2006; James in sod., 2007).  
 
Trapella in sod. (2018) so raziskovali vpliv ekstrakta polžje sline na celjenje ran in vitro na 
človeških in mišjih fibroblastih, dodatno pa so naredili tudi kemijsko analizo samega 
ekstrakta. Glede na njihove rezultate naj bi ekstrakt polžje sline spodbujal postopek celjenja 
ran neposredno preko spojin, ki so prisotne v ekstraktu polžje sline in posredno, z indukcijo 
izločanja interlevkina IL-8 iz testiranih celic. Prav tako naj bi spodbujal migracijo celic in 
njihovo rast ter jih varoval pred apoptozo. V ekstraktu so našli zelo majhne količine dveh 
predvidenih glavnih komponent (glikolne kisline in alatonina) z biološkim učinkom na 
fibroblaste. Sklepajo, da je biološki učinek polžje sline na celice fibroblastov posledica 
kompleksnejše zmesi aktivnih snovi in ne le omenjenih komponent. Avtorji navajajo, da so 
potrebne nadaljnje raziskave o potencialni uporabi polžje sline kot terapevtskega sredstva. 
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Število raziskav in vivo o vplivu polžje sline na celjenje ran je zelo omejeno. Tsoutsos in 
sod. (2009) so raziskovali vpliv kreme s slino polža Helix aspersa Müller znamke Elicina na 
zdravljenje obraznih opeklin pri 27-tih posameznikih. Vpliv kreme Elicina so primerjali z 
že uveljavljenim mazilom za zdravljenje opeklin MEBO (Moist Exposed Burn Ointment). 
Krema Elicina je pospešila epitelizacijo kože in pripomogla k odstranitvi ostankov ožganih 
delov kože. Pacienti so ob njeni uporabi v povprečju čutili manj bolečine v primerjavi z 
mazilom MEBO. Poškodovano tkivo je pri uporabi kreme Elicina v povprečju odpadlo po 
devetih dneh, pri uporabi mazila MEBO pa dva dni kasneje.  
 
2.2 BAKTERIJI Staphylococcus aureus IN Pseudomonas aeruginosa  
2.2.1 Bakterija S. aureus in njen pomen v medicini 
Bakterija S. aureus je po Gramu pozitivna bakterija v obliki koka. Kolonizira nosno sluznico, 
kožo ali grlo približno 30 % ljudi in je eden najpogostejših povzročiteljev bolnišničnih okužb 
(Sivaraman in sod., 2009; Yang in sod., 2010). Njeni nosilci imajo večjo verjetnost razvoja 
stafilokoknih okužb, vendar je njihova umrljivost ob okužbi z bakterijo S. aureus manjša kot 
pri osebah, ki niso nosilci. To pomeni, da bi kolonizacija s S. aureus lahko vzpodbudila 
imunološko adaptacijo, koristno za pacienta v primeru invazivne okužbe (Wertheim in sod., 
2004).  
 
Bakterija S. aureus povzroča številne bolezni tako pri ljudeh, kot pri živalih. Pri ljudeh 
najpogosteje povzroča okužbe epidermisa (npr. impetigo), dermisa (npr. folikulitis) in 
subkutanega tkiva (npr. celulitis in nekrotizirajoči fasciitis) (Sunderkötter in Becker, 2015). 
Ostale pogoste okužbe z bakterijo S. aureus so okužbe ran, mastitis, meningitis, pljučnica 
ter okužbe kosti in sklepov, npr. artritis. Pljučnica je lahko primarna ali sekundarna, torej 
posledica širjenja kokov preko krvi (Lowy, 1998). Bakterija S. aureus redkeje povzroča 
bakteriemijo. Pojav bakteriemije je pogosto povezan z bolnišničnimi okužbami zaradi 
porušitve kožne bariere s kirurškimi pripomočki in/ali zaradi vsadkov (Holland in sod., 
2014). Za okužbo z bakterijo S. aureus so dovzetni tudi novorojenčki, zlasti nedonošenčki, 
pri katerih se lahko pojavi stafilokokni eksfoliativni dermatitis ali drugi simptomi (Bukowski 
in sod., 2010). Nekateri sevi bakterije S. aureus izločajo različne toksine, ki škodijo celicam 
gostitelja. Ti lahko vplivajo na membrano celic, zavirajo delovanje različnih receptorjev, ali 
pa delujejo kot encimi, ki razgradijo določene molekule v gostitelju, npr. molekule, ki služijo 
za obrambo pred bakterijami (Otto, 2014). Nekateri toksini na celicah levkocitov motijo 
prepoznavanje bakterijskih peptidov in se s tem izognejo gostiteljevemu imunskemu sistemu 
(Prat in sod., 2006). Primer bolezenskega stanja, ki je posledica izločanja toksinov bakterije 
S. aureus je sindrom toksičnega šoka, ki ga pogosto povezujemo z uporabo tamponov 
(McCormick in sod., 2001). 
  
Žlender T. Vpliv polžje sline na rast in tvorbo biofilma pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
6 
Okužbe z bakterijo S. aureus se pojavljajo v cikličnih izbruhih. Nekateri sevi povzročijo 
epidemijo in nato poniknejo (Shinefield in Ruff, 2009). V zadnjem stoletju se je zgodilo že 
več takšnih izbruhov okužb, med drugim tudi s sevi, odpornimi proti antibiotikom 
(Chambers in Deleo, 2009). Problem pri zdravljenju ne predstavlja le njihova odpornost proti 
antibiotikom, temveč tudi invazivnost in zmožnost preklapljanja med različnimi fenotipi. 
Nekatere bakterije ob preklopu fenotipa sicer niso posebej virulentne, vendar so manj 
dovzetne za antibiotike in v gostiteljevih celicah sposobne preživeti dalj časa. Tako lahko 
povzročajo latentne ali ponavljajoče se okužbe (Proctor in sod., 2006; Melter in Radojevič, 
2011). 
 
2.2.2 Bakterija P. aeruginosa in njen pomen v medicini 
P. aeruginosa je gibljiva po Gramu negativna bakterija paličaste oblike. Živi v tleh in vodnih 
habitatih ter kolonizira površine rastlin, živali in ljudi (Falcone in Campa, 1988). Je ena 
najpogostejših povzročiteljev bolnišničnih okužb. Eden od razlogov za to je, da se lahko 
prenaša tudi preko hrane in vode (Obritsch in sod., 2005). 
 
P. aeruginosa je oportunistična bakterija, ki pri človeku povzroča tako lokalne, kot sistemske 
okužbe. Pogosto jo povezujejo z okužbami dihal, sečil, mehkih tkiv, kosti in sklepov. 
Povzroča pa tudi okužbe opeklin ali drugih poškodb kože (Madigan in sod., 2012; Driscoll 
in sod., 2007). Poleg oseb s porušeno kožno bariero najpogosteje prizadene posameznike z 
oslabljenim imunskim sistemom (Driscoll in sod., 2007). Lokalizirana okužba po operaciji 
ali opeklinah lahko povzroči generalizirano in pogosto usodno bakteriemijo (Micek in sod., 
2005). Pri bolnikih z oslabljenim imunskim sistemom opažajo 10-krat višjo bakteriemijo v 
primerjavi s preostalo populacijo v bolnišnicah (Vidal in sod., 1999). 
 
Zaradi velikega genoma in njegove fleksibilnosti se bakterija P. aeruginosa hitro prilagaja 
okolju z uravnavanjem izražanja genov. Na selektivni pritisk s strani gostitelja se odzove z 
visoko stopnjo mutacij in nastankom večje genetske raznolikosti (Richards in sod., 1999; 
Rodrígues-Rojas in sod., 2012). Skupki bakterij tvorijo biofilm, znotraj katerega 
komunicirajo s pomočjo kvoruma in glede na to uravnavajo sintezo elastaz in proteaz, ki 
lahko razgradijo komponente, pomembne za delovanje imunskega sistema gostitelja. 
Bakterija P. aeruginosa lahko na imunski sistem gostitelja vpliva tudi z izražanjem številnih 
drugih dejavnikov virulence, npr. ramnolipida, piocianina, alkalne fosfataze in toksinov 
(Cohen in sod., 2015). 
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2.2.3 Bakterije odporne proti antibiotikom v ranah 
Prekomerna in nepravilna uporaba antibiotikov je pospešila razvoj patogenih bakterij, 
odpornih proti antibiotikom, ki otežujejo zdravljenje okužb (WHO, 2014). Pîrvãnescu in 
sod. (2014) so izvedli mikrobiološko raziskavo 130-tih vzorcev ran. Pri tem je 27,6 % vseh 
iz ran izoliranih sevov bilo odpornih proti antibiotikom. Med njimi je bila najpogosteje 
izolirana proti meticilinu odporna bakterija S. aureus (MRSA). V več vzorcih ran pa so našli 
tudi bakterijo P. aeruginosa, ki je intrinzično odporna proti -laktamom, mehanizme 
odpornosti pa je razvila tudi proti številnim drugim antibiotikom. 
 
Seve MRSA so odkrili le dve leti po uvedbi meticilina na tržišče v 90-tih letih prejšnjega 
stoletja (Hiramatsu in sod., 2001; Mediavilla in sod., 2012). Meticilin je sicer bil alternativa 
penicilinu, katerega uporaba se je v 50-tih letih prejšnjega stoletja zmanjšala zaradi pojava 
odpornosti (Klevens in sod., 2007; Klein in sod., 2017). Bakterija S. aureus je hitro razvila 
tudi odpornost proti tetraciklinu (Nicola in sod., 1998) in eritromicinu (Lai in Weisblum, 
1971). Tako so za zdravljenje stafilokoknih okužb uporabljali vankomicin. Kmalu so se 
pojavili tudi sevi, intermediarno občutljivi za vankomicin (VISA) in proti vankomicinu 
odporni sevi (VRSA) (Conly in Johnston, 2002). V raziskavi Pîrvãnescu in sod. (2014) sevov 
VISA in VRSA sicer niso odkrili, poročali pa so o večkratni odpornosti sevov S. aureus, ki 
so poleg meticilina bili odporni tudi proti aminoglikozidom, kinolonom in cefalosporinom. 
Pri tem navajajo, da bi za zdravljenje multirezistentnih stafilokoknih okužb lahko uporabili 
vankomicin, teikoplanin in linezolid.  
 
Bakterija P. aeruginosa je intrinzično odporna proti številnim antibiotikom iz skupine -
laktamov in penemov. Pridobiva pa tudi nove mehanizme odpornosti proti antibotikom iz 
več razredov, vključno z ostalimi -laktami, aminoglikozidi in fluorokinoloni (Pachori in 
sod., 2019; Oie in sod., 2009). Pîrvãnescu in sod. (2014) so iz ran izolirali več sevov P. 
aeruginosa, ki izločajo -laktamaze z razširjenim spektrom (ESBL). Tako kot pri bakteriji 
S. aureus, so tudi pri bakteriji P. aeruginosa opazili pojav večkratne odpornosti. Sevi, 
odporni proti -laktamom so hkrati bili odporni tudi proti aminoglikozidom, 
fluorokinolonom in cefalosporinom. Avtorji raziskave navajajo, da bi za zdravljenje okužb 
s P. aeruginosa lahko uporabili nekatere karbapeneme (npr. imipenem, meropenem, 
ertapenem), aztreonam ali piperacillin-tazobactam. 
 
2.3 BAKTERIJSKI BIOFILMI 
Biofilm je skupek bakterij v lastno proizvedenem zunajceličnem matriksu (Lewandowski in 
Evans, 2000). Predstavlja eno od strategij preživetja. Lastnosti bakterij v biofilmu se 
razlikujejo od lastnosti planktonskih oz. nepritrjenih celic. Bakterije v biofilmu imajo 
povečano odpornost proti imunskem sistemu gostitelja in protimikrobnim zdravilom (Parsek 
in sod., 2003).  
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2.3.1 Tvorba biofilma 
Tvorba biofilma poteka v treh glavnih stopnjah: pritrditev celice na površino, rast in razvoj 
zrelega biofilma ter sprostitev nekaterih mikrobnih celic iz biofilma. Planktonska bakterijska 
celica mora najprej premagati elektrostatične odbojne sile med celično površino in površino 
podlage, na katero se bo pritrdila (Ganderton in sod., 1992). Pri tem so ključni izrastki na 
njeni površini (O'Toole in Kolter, 1998). Sledi pritrditev celice na površino, ki je 
dvostopenjski proces. Bakterija se najprej pritrdi reverzibilno, nato pa še ireverzibilno 
(Renner in Weibel, 2011). Ireverzibilna pritrditev na površino celici omogoča večjo 
toleranco na strižne sile (Sutherland, 2001). Bakterijske celice se po pritrditvi pričnejo deliti 
in tvoriti polimere, ki sestavljajo zunajcelični matriks (Lewandowski in Evans, 2000). Ko se 
vzpostavi prva plast biofilma, vanj prehajajo še druge bakterije, ki so lahko enake ali druge 
vrste. Biofilm tako zraste iz tankega sloja v večslojno strukturo. V zrelem biofilmu so celice 
neke mikrobne združbe razporejene glede na metabolizem in potrebe po kisiku. Anaerobne 
bakterije tako živijo v globljih plasteh, da se izognejo izpostavljenosti kisiku. Bakterije 
znotraj biofilma med seboj komunicirajo in prevzemajo posebne funkcije. Nekatere 
bakterijske celice se lahko sprostijo iz zrelega biofilma, kar je za življenjski cikel biofilma 
ključnega pomena. Sproščanje planktonskih bakterij namreč spodbuja začetek tvorbe novih 
biofilmov na drugih lokacijah (Rabin in sod., 2015; Danese in sod., 2001). 
 
Nastanek biofilma je klinično pomemben iz več vidikov. Bakterije v biofilmu so namreč bolj 
odporne proti antibiotikom in lahko predstavljajo vir ponavljajočih se okužb. Poleg tega 
lahko vsebujejo patogene mikroorganizme in dovoljujejo izmenjavo plazmidov, ki jim 
omogoča pridobitev novih mehanizmov odpornosti proti antibiotikom (Donlan, 2001). 
Bakterijski biofilmi pogosto nastanejo v kroničnih ranah, v akutnih ranah pa redkeje (James 
in sod., 2007). 
 
2.3.2 Dejavniki, ki vplivajo na tvorbo biofilma 
Tvorba biofilma in njegova struktura sta v veliki meri odvisna od okoljskih dejavnikov. 
Pomembni abiotski dejavniki, ki vplivajo na tvorbo biofilma so temperatura, osmolarnost, 
kakovost površine materiala, koncentracija železovih ionov in razpoložljivost hranil 
(Ponomareva in sod., 2018; Stepanović in sod., 2007; Toyofuku in sod., 2016). Abiotski 
dejavniki imajo različen vpliv na različne mikroorganizme. Bakterija P. aeruginosa bo 
biofilm tvorila v večini pogojev, ki ji omogočajo rast (O'Toole in Kolter, 1998), med tem ko 
bodo nekatere druge bakterije biofilm tvorile le ob pomanjkanju hranil (Allan in sod., 2002). 
She in sod. (2019) so ugotovili, da glukoza spodbuja tvorbo biofilma pri bakteriji P. 
aeruginosa s povečanjem ekspresije gena pslA, ki je odgovoren za tvorbo zunajceličnih 
polisaharidov. Podobno so Seidl in sod. (2008) ugotovili za bakterijo S. aureus. Dodatek do 
1 % glukoze v gojišča TSB, BHI in LB, je v njihovi raziskavi spodbudil tvorbo biofilma. 
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Za tvorbo biofilma je potrebna tudi ustrezna gostota bakterij v okolju. Nekatere bakterijske 
vrste pri visokih celičnih gostotah aktivirajo izločanje zunajceličnih polimerov, ki 
omogočajo tvorbo biofilma, druge pa izločanje zunajceličnih polimerov prekinejo (Nadell 
in sod., 2008). Bakterije celično gostoto zaznavajo s pomočjo kvoruma. Gre za izločanje 
kemijskih signalov, ki omogočajo sinhronizacijo skupinskega vedenja (Fuqua in sod., 1994; 
Toyofuku in sod., 2016). S kvorumom bakterije regulirajo izražanje genov, ki omogočajo 
tvorbo biofilma (Bassler in Losick, 2006).  
 
2.3.3 Kvantifikacija biomase biofilma 
Kvantifikacija biomase biofilma se najpogosteje izvaja na mikrotitrskih ploščicah (Azeredo 
in sod., 2017). Pri tem se lahko uporabljajo mikrotitrske ploščice z ravnim ali ukrivljenim 
dnom, redkeje tudi z dnom v obliki črke V (Stepanović in sod., 2007). Stepanović in sod. 
(2003) so testirali adhezijo na štirih različnih polistirenskih mikrotitrskih ploščicah z ravnim 
dnom, od tega so tri imele posebno obdelano površino za izboljšanje celične adhezije. Na 
eni izmed mikrotitrskih ploščic s posebno obdelano površino so zaznali večje količine 
biomase biofilma, med ostalimi tremi pa niso zaznali statistično pomembnih razlik kljub 
temu, da ena izmed njih ni imela obdelane površine. 
 
Kvantifikacija biomase biofilma na mikrotitrski ploščici poteka po naslednjih korakih: 
1. inkubacija bakterijske kulture, 
2. odstranjevanje in spiranje planktonskih celic, 
3. barvanje biomase biofilma, 
4. spiranje nevezanega barvila, 
5. topljenje barvila iz obarvane biomase biofilma in 
6. merjenje optične gostote barvila (Kwasny in Opperman, 2012). 
 
V prvem koraku je potrebno izbrati ustrezno gojišče za inkubacijo bakterijskih kultur. 
Gojišča, ki so jih znanstveniki predhodno uporabljali za kvantifikacijo biomase biofilma za 
posamezno bakterijo je več, predstavljena so v preglednici 1.  
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TSB LB BHI NB MH 
Haney in sod. (2018) X X    0,1; 1 PA, SA 
Wijesinghe in sod. (2019)  X X X  / PA, SA 
Chen in sod. (2012)   X   / SA 
Croes in sod. (2009) X     0,1; 0,25; 0,5 SA 
Seidl in sod. (2008) X X X   0,2; 0,5; 1 SA 
Kwasny in Opperman (2012) X  X   0,25; 1 SA 
She in sod. (2019)  X    2; 4 PA 
Olivares in sod. (2016)   X  X / PA 
Zameer in sod. (2016) X  X X  0,5; 1 PA 
Legenda: NB: hranilno tekoče gojišče, MH: tekoče gojišče Mueller Hinton, TSB: triptično sojino tekoče 
gojišče, LB: tekoče gojišče Luria-Bertani, BHI: možgansko-srčno infuzijsko tekoče gojišče, PA: P. 
aeruginosa, SA: S. aureus, /: ni podatka. 
 
Planktonske celice avtorji spirajo z različnimi raztopinami: z destilirano vodo (Haney in 
sod., 2018; Kwasny in Opperman, 2012), pufrom PBS (Kwasny in Opperman, 2012; 
Stepanović in sod., 2007) ali 0,9 % raztopino NaCl (Rodríguez-Lázaro in sod., 2018).  
 
Za preprečevanje odlepljanja med postopkom barvanja in izboljšanje ponovljivosti poskusa 
se priporoča postopek fiksacije biomase biofilma. Fiksacija je lahko fizikalna, npr. s 
sušenjem, ali kemijska (Azeredo in sod., 2017; Stepanović in sod., 2007). Različni načini 
fiksacije, predhodno uporabljeni v raziskavah, so skupaj s časom in temperaturo fiksacije 
prikazani v preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Primeri različnih načinov fiksacije biomase biofilma 
Raziskava 
Fiksacija 
t [min] T 
Brezvodni metanol Sušenje 
Kirmusaoğlu (2019) X  20 / 
Rodríguez-Lázaro in sod. (2018) X  15 / 
Dassanayake in sod. (2020) X  15 / 
O'Toole (2011) X  6 / 
Ommen in sod. (2017) X X 15 / 
Manios in Skandamis (2014)  X 60 ST 
Djordjevic in sod. (2002)  X 45 ST 
Ripolles-Avila in sod. (2017)  X 45 ST 
Ziuzina in sod. (2015)  X 60 ST 
Kirmusaoğlu (2019)  X 60 60 ℃ 
Baldassari in sod. (1993)  X 60 60 ℃ 
Legenda: ST: sobna temperatura, t: čas fiksacije, T: temperatura /: ni podatka. 
Za barvanje biomase biofilma se večinoma uporablja barvilo kristal vijolično (KV) (Shukla 
in Rao, 2017; Kwasny in Opperman, 2012; Haney in sod., 2018). Alternativno se lahko 
uporabljajo tudi druga barvila, npr. safranin, ki za razliko od barvila KV ni toksičen (Ommen 
in sod., 2017). Za spiranje nevezanega barvila po barvanju s KV se uporablja destilirana 
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voda (Haney in sod., 2018; Shukla in Rao, 2017; Kwasny in Opperman, 2012), ali voda iz 
pipe (Rodríguez-Lázaro in sod., 2018; Stepanović in sod., 2007). 
 
Za topljenje barvila KV iz biomase biofilma se lahko uporabljajo različna topila, navedena 
so v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Primeri različnih načinov topljenja barvila kristal vijolično 
Raziskava 
Topilo 
t [min] c [%] Etanojska 
kislina 
Etanol 
Shukla in Rao (2017) X  / 33 
Kirmusaoğlu (2019) X  / 33 
Rodríguez-Lázaro in sod. (2018) X  / 33 
Dassanayake in sod. (2020) X  / 33 
O'Toole (2011) X  10-15 30 
Manios in Skandamis (2014) X  10-15 30 
Kırmusaoğlu (2019)  X / 95 
Jensen in sod. (2018)  X 15 96,5 
Cassat in sod. (2007)  X 10 100 
Manios in Skandamis (2014)  X 10-15 95 
Luther in sod. (2015)  X / 95 
Torlak in sod. (2017)  X / 95 
Haney in sod. (2018)  X / 70 
Legenda: t: čas topljenja, c: koncentracija 
 
Po topljenju barvila se spektrofotometrično določi absorbanca barvila KV v topilu. 
Absorbanco merimo pri 570 nm (Shukla in Rao, 2017; Stepanović in sod., 2007). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Naprave, material, kemikalije, gojišča in reagenti 
Naprave, laboratorijski material, kemikalije, gojišča in reagenti, ki smo jih uporabljali, so 
prikazani v preglednicah 4 in 5.  
 
Preglednica 4: Laboratorijski material in naprave, ki smo jih uporabljali v nalogi 
Material in naprave Proizvajalec, država 
cepilne zanke Golias, Slovenija 
centrifugirke Sarstedt, Nemčija 
filter 0,2 m Sartorius, Nemčija 
Drigalski spatule Golias, Slovenija 
injekcijske igle Becton, Dickinson and Company, ZDA 
injekcijske brizge Becton, Dickinson and Company, ZDA 
inkubator Binder, Avstrija 
viale za zamrzovanje bakterijskih kultur Pro-Lab Diagnostics, Kanada 
mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
mikrotitrske ploščice z ravnim dnom TPP, Velika Britanija 
mikrotitrske ploščice z ukrivljenim dnom Sarstedt, Nemčija 
nastavki za pipete Starlab, Švica 
orbitalni stresalnik Biosan, Latvija 
pipete Eppendorf, Nemčija 
plastična posodica za polnjenje pipet Corning, ZDA 
spektrometer Tecan, Švica 
steklenice 500 ml Duran, Nemčija 
 
Preglednica 5: Seznam kemikalij, gojišč in reagentov 
Kemikalije, gojišča in reagenti Proizvajalec, država 
agar Biolife, Italija 
brezvodna etanojska kislina Merck, Nemčija 
brezvodni metanol J. T. Baker, Nizozemska 
D(+)-glukoza Merck, Nemčija 
etanol (96 %) Honeywell, Nemčija 
gojišče Luria-Bertani (LB) Sigma Aldrich, Nemčija 
K2HPO4 Merck, Nemčija 
KCl Merck, Nemčija 
KH2PO4 Merck, Nemčija 
kristal vijolično  bioMérieux, Francija 
krvni agar s 5 % konjsko krvjo (COH) bioMérieux, Francija 
možgansko-srčno infuzijsko gojišče (BHI) Biolife, Italija 
NaCl Merck, Nemčija 
reagent XTT  Thermo Fisher, ZDA 
triptično sojino gojišče (TSB)  VWR Chemicals, ZDA 
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3.1.2 Bakterijski sevi 
Na začetku dela smo izbrali 7 sevov S. aureus (preglednica 6) in 6 sevov P. aueruginosa 
(preglednica 7), ki so bili izolirani iz kroničnih ran in so del zbirke Oddelka za mikrobiološke 
raziskave (OMR) na Nacionalnem laboratoriju za zdravje, okolje in hrano (NLZOH). Seve 
smo uporabili za testiranje različnih gojišč in med njimi za testiranje učinkov polžje sline 
izbrali 2 najboljša tvorca biofilma na bakterijsko vrsto. Seve bakterije S. aureus smo izbrali 
glede na naslednje kriterije: 1) če je pri bolniku z okužbo bil določen tudi biofilm, 2) če sev 
tvori biofilm in vitro in 3) če je v vzorcu bolnika bila zaznana tudi bakterija P. aeruginsa. 
Slednje podatke smo pridobili na osnovi predhodnih testiranj sevov, ki so bila opravljena na 
Medicinski fakulteti v Mariboru, kot del raziskovalne naloge (Primec in sod., 2019). 
Podatkov za tvorbo biofilma in vitro pri P. aeruginosa nismo imeli, zato smo seve izbrali 
glede na 1) prisotnost biofilma in vivo pri okuženem bolniku in 2) če je v vzorcu bolnika bila 
zaznana tudi bakterija S. aureus. Lastnosti izbranih sevov so navedene v nadaljevanju 
(preglednici 6 in 7).  
 
Preglednica 6: Nabor sevov S. aureus, ki smo jih uporabili v nalogi 
Ime vrste Oznaka seva Biofilm in vivo Biofilm in vitro V vzorcu zaznana tudi 
bakterija P.aeruginosa 
S. aureus 
ZZV17-8419 da da ne 
ZZV17-8422 da da ne 
ZZV17-8428 da da ne 
ZZV17-8435 ne ne ne 
ZZV17-8447 ne ne ne 
ZZV17-8453 da da da 
ZZV17-8498 ne ne ne 
 
 
Preglednica 7: Nabor sevov P. aeruginosa, ki smo jih uporabili v nalogi 
Ime vrste Oznaka seva Biofilm in vivo V vzorcu zaznana tudi bakterija S. 
aureus 
P. aeruginosa 
ZZV17-8416 ne ne 
ZZV17-8427 da da 
ZZV17-8442 ne da 
ZZV17-8449 da ne 
ZZV17-8494 da ne 
ZZV17-8503 ne ne 
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3.1.3 Gojišča 
V raziskovalnem delu smo uporabljali trdna gojišča (agarske plošče) in tekoča gojišča. Pri 
pripravi smo sestavine natehtali po navodilih proizvajalca, raztopili v ustrezni količini 
destilirane vode in avtoklavirali pri 121 °C, 15 min. Trdna gojišča smo pri približno 50 °C 
razlili v sterilne petrijevke, tekoča gojišča pa samo ohladili na sobno temperaturo ter hranili 
v hladilniku pri 4 °C do uporabe. Eno od uporabljenih gojišč je bilo komercialno (krvni agar 
COH; bioMerieux). Seznam gojišč in njihove recepture so podane v nadaljevanju. 
 
Tekoče gojišče TSB 
 
triptično sojino gojišče (VWR Chemicals, ZDA) 29,77 g/l 
 
Tekoče gojišče LB 
 
gojišče Luria Bertani (Sigma Aldrich, Nemčija) 20,00 g/l 
  
Tekoče gojišče BHI 
 
možgansko-srčno infuzijsko gojišče (Biolife, Italija) 37,00 g/l 
 
Trdno gojišče BHI 
 
možgansko-srčno infuzijsko gojišče (Biolife, Italija) 37,00 g/l 
agar 15,00 g/l 
 
Krvni agar s 5 % konjsko krvjo (bioMérieux): komercialno gojišče 
 
 
Tekoča gojišča TSB, LB in BHI smo pripravili tudi z različnimi koncentracijami glukoze: 
0,2 %, 0,25 % in 2 %, kjer smo natehtali 2 g, 2,5 g in 20 g glukoze na liter pripravljenega 
gojišča. 
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3.1.4 Pufri in ostale raztopine 
Pufer PBS 
 
Pufer PBS smo pripravili po sledeči recepturi. 
 
NaCl (Merck, Nemčija) 8,00 g 
KCl (Merck, Nemčija) 0,20 g 
Na2HPO4 (Merck, Nemčija) 1,44 g 
KH2PO4 (Merck, Nemčija) 0,24 g 
 
Navedene količine sestavin smo natehtali v stekleničko, dolili 800 ml vode in umerili do pH 
7,4. Raztopino smo z destilirano vodo smo dopolnili do 1000 ml in avtoklavirali pri 121 °C, 
15 min. PBS pufer smo do uporabe hranili na sobni temperaturi. 
 
 
Etanol (Honeywell, Nemčija): 96 % in in 70 % raztopina brevodnega etanola v destilirani 
vodi 
 
Metanol (J. T. Baker, Nizozemska): brezvodni metanol 
 
Etanojska kislina (Merck, Nemčija): 33 % raztopina brezvodne etanojske kisline v destilirani 
vodi 
 






Vzorec naravne polžje sline nam je v raziskovalne namene poklonilo podjetje BLK d. o. o. 
Vzorec polžje sline so ročno pridobili 21. 8. 2020 iz polžev vrste Helix aspersa Müller na 
lokaciji Zgornji Slemen. Polžjo slino smo po prejetju prefiltrirali skozi pore velikosti 0,2 m 
in jo do uporabe hranili v hladilniku pri 4 C. Pri delu smo uporabljali nerazredčen filtrat in 
50 % raztopino, ki smo jo pripravili v pufru PBS, razen pri preliminarnem testiranju 
(poglavje 4.5.1.1). 
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3.2 METODE 
3.2.1 Delo s sevi S. aureus in P. aeruginosa 
Izbrani sevi iz preglednic 6 in 7 so bili shranjeni v zbirki oddelka OMR, NLZOH pri -80°C. 
Seve smo najprej nacepili na krvni agar in plošče inkubirali aerobno pri 37 °C preko noči. 
Naslednji dan smo bakterijske kulture s cepilno zanko iz gojišč krvnega agarja prenesli v 
komercialne viale za zamrzovanje bakterijskih kultur, ki vsebujejo medij in plastične 
kroglice. Vsebino viale smo premešali in iz njih odstranili medij. Shranili smo jih pri -20 °C 
do uporabe. Tako smo si pripravili lastne alikvote shranjenih sevov, iz katerih smo pred 
vsakim poskusom pripravili sveže bakterijske kulture po predhodno opisanem postopku. 
 
3.2.2 Kvantitativno določanje količine biomase biofilma in gostote celic 
Količino biomase biofilma in gostoto celic smo določali po korakih od 1 do 15, ki so v obliki 
hodograma predstavljeni na sliki 1. Osnovo postopka (slika 1) smo uporabili pri poglavjih 
4.1, 4.2, 4.3 in 4.5. Postopki so se pri posameznih testih med seboj razlikovali v sevih, 
gojiščih in topilih, ki smo jih uporabili ter v načinu fiksacije in pogojih inkubacije. Razlike 
so predstavljene v preglednici 8.  
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DOLOČANJE KOLIČINE BIOMASE BIOFILMA IN GOSTOTE CELIC 
 
Slika 1: Postopek dela pri kvantitativnem določanju biomase biofilma in gostote celic 
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V nadaljevanju so podrobni opisi postopkov dela po točkah iz slike 1. 
 
1. Obuditev seva na krvnem agarju: Izbrane seve iz pripravljenih alikvotov shranjenih 
sevov smo nacepili na krvni agar tako, da smo po eno kroglico iz viale z bakterijami 
prenesli na gojišče in ploščo inkubirali aerobno pri 37 °C preko noči. 
 
2. 18-urna inkubacija v tekočem gojišču: S pomočjo cepilne zanke smo približno 1 μl 
bakterijske kulture precepili iz plošče krvnega agarja v stekleno epruveto s 5 ml 
določenega tekočega gojišča (preglednica 8) in inkubirali 18 ur aerobno pri 37 °C.  
 
3. Priprava suspenzij s koncentracijo 0,5 po standardu McFarland: 18-urno tekočo 
bakterijsko kulturo smo prenesli v sveže tekoče gojišče (preglednica 8) do 
koncentracije 0,5 po standardu McFarland.  
 
4. Redčenje 1:100 v izbranem gojišču: Inokulum s koncentracijo 0,5 po standardu 
McFarland smo nacepili v izbrano tekoče gojišče (preglednica 8) v razmerju 1:100. 
Razredčino smo pripravili v 50 ml sterilni centrifugirki.  
 
5. Nanos na mikrotitrsko ploščico: Ustrezno razredčino suspenzije iz predhodne točke 
smo z multikanalno pipeto odpipetirali na mikrotitrsko ploščico. V postopkih 
optimizacije smo v vsako vdolbinico mikrotitrske ploščice odpipetirali po 200 µl, pri 
testiranju polžje sline (poglavje 4.5) pa smo odpipetirali le 100 µl in dodali še 100 µl 
ustrezne raztopine oziroma učinkovine (preglednica 10).  
 
6. Inkubacija: Pogoji inkubacije so se med poskusi lahko razlikovali. Predstavljeni so 
v preglednici 8. 
 
7. Merjenje gostote celokupnih celic OD620: Po inkubaciji mikrotitrske ploščice smo 
resuspendirali pritrjeno biomaso tako, da smo vsebino mikrotitrskih ploščic dobro 
premešali s pipeto. Absorbanco smo merili pri 620 nm. Gostoto celokupnih 
(pritrjenih in planktonskih celic) smo določali v poglavju 4.5.3.  
 
8. Odstranitev tekoče bakterijske kulture: Po inkubaciji smo iz vsake vdolbinice na 
mikrotitrski ploščici prenesli 150 µl tekoče bakterijske kulture (nepritrjene celice) v 
novo mikrotitrsko ploščico. 
 
9. Merjenje gostote nepritrjenih celic OD620: Pri prenesenih tekočih delih bakterijskih 
kultur smo izmerili absorbanco pri 620 nm. Vrednosti OD620 smo merili pri poglavjih 
4.3 in 4.5. 
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10. Spiranje mikrotitrske ploščice: Po odstranitvi tekočega dela bakterijske kulture je 
sledilo spiranje preostalih nepritrjenih celic v vdolbinicah mikrotitrske ploščice s 
pufrom PBS. Spirali smo s po 200 µl pufra PBS tako, da smo po dodajanju pufra 
vsebino 2-krat rahlo premešali s pipeto in odpipetirali. Postopek smo ponovili 3-krat.  
 
11. Fiksacija: Po spiranju smo pritrjeno biomaso fiksirali s sušenjem pri sobni 
temperaturi ali z brezvodnim metanolom (preglednica 8). V prvem primeru smo 
vsebino po spiranju sušili 2 uri na sobni temperaturi, v drugem primeru pa smo v 
vdolbinice mikrotitrske ploščice dodali po 200 µl čistega metanola, inkubirali 15 
min, vsebino odpipetirali in sušili 2 uri pri sobni temperaturi.  
 
12. Barvanje s KV: V posušene vdolbinice na mikrotitrski ploščici smo odpipetirali po 
200 µl 0,15 % barvila KV. Po 15 minutah smo barvilo previdno odpipetirali. V 
vdolbinice mikrotitrske ploščice smo dodali po 200 µl destilirane vode, narahlo 
premešali s pipeto in odpipetirali. Postopek smo ponovili 3-krat.  
 
13. Sušenje obarvane biomase: Po barvanju smo mikrotitrsko ploščico 2 uri sušili na 
sobni temperaturi. 
 
14. Dodatek topila: V vdolbinice na mikrotitrski ploščici smo dodali po 200 µl 96 % 
etanola, 70 % etanola ali 33 % etanojske kisline in inkubirali na sobni temperaturi 10 
min. Topila, ki smo jih uporabili pri posameznem poglavju, so predstavljena v 
preglednici 8. 
 
15. Merjenje OD570: V zadnjem koraku smo izmerili absorbanco raztopljenega barvila 
KV pri 570 nm. 
 
Za vsak poskus smo naredili tudi negativno kontrolo, ki smo jo pripravili tako, da smo v 
mikrotitrsko ploščico namesto bakterijske kulture nanesli samo gojišče. Pri končni analizi 
podatkov smo od vrednosti OD vzorcev odšteli OD negativne kontrole. Delali smo v 
triplikatih, razen če je navedeno drugače. 
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Preglednica 8: Sevi, gojišča, način fiksacije, topila in razmere inkubacije v posameznih poglavjih 








Fiksacija Topilo Inkubacija 
mikrotitrske ploščice  ST M A B C 










/ X   X  
24 ur,  
37 C 
0,20 X   X  
2,00 X   X  
TSB TSB 
/ X   X  
0,20 X   X  
2,00 X   X  
LB LB 
/ X   X  
0,20 X   X  










/ X   X  
24 ur, 
37 C 
0,20 X   X  
2,00 X   X  
TSB TSB 
/ X   X  
0,20 X   X  
2,00 X   X  
LB LB 
/ X   X  
0,20 X   X  






X   X  2, 4, 6 in 24 ur brez 
stresanja ali 24 ur s 
stresanjem, 
 37 C 




X   X  








X   X  
24 ur, 
37 C 






X   X  






X   X  10 ur pred dodatkom 
raztopin, 24 ur po 
dodatku raztopin, 37 C 
 





X   X  
X   X  
Legenda: G1: gojišče za pripravo 18-urne bakterijske kulture, G2: gojišče v katerem je potekalo testiranje 
biofilma, glc [%]: koncentracija dodane glukoze v gojišču G2, ST: fiksacija z dvournim sušenjem pri sobni 
temperaturi, M: fiksacija z metanolom, A: 96 % etanol, B: 70 % etanol, C: 33 % etanojska kislina, rpm: število 
obratov na minuto. 
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3.2.3 Optimizacije protokola za kvantifikacijo biomase biolfilma 
Optimizacije protokola za kvantifikacijo biomase biofilma smo izvajali na referenčnem sevu 
S. aureus za testiranje biomase biofilma (ZZV17-8453) Oddelka za mikrobiološke 
raziskave, in sicer v gojišču TSB z 0,25 % glukozo. Preverjali smo vpliv različnih načinov 
fiksacije pritrjene biomase in različnih vrst topil za vezano barvilo KV na meritve absorbanc 
pri merjenju biomase biofilma. Postopek je do nasaditve mikrotitrske ploščice in 24-urne 
inkubacije potekal po standardnem protokolu (slika 1). Nato smo tekoči del bakterijske 
kulture odstranili, spirali preostale nevezane celice in vdolbinice na mikrotitrski ploščici 
fiksirali s sušenjem na sobni temperaturi ali z brezvodnim metanolom. Po fiksaciji smo 
nadaljevali z barvanjem z barvilom KV, spiranjem nevezanega barvila KV in sušenjem (slika 
1). Nato smo po 3 vdolbinice na mikrotitrski ploščici z določenim načinom fiksacije tretirali 
z različnimi topili: 96 % etanolom, 70 % etanolom ali 33 % etanojsko kislino ter izmerili 
OD pri 570 nm. Opisan postopek smo opravili na dveh različnih polistirenskih mikrotrskih 
ploščicah, na mikrotitrski ploščici z ukrivljenim dnom in na mikrotitrski ploščici z ravnim 
dnom (preglednica 9). 
 
Preglednica 9: Kombinacije  testiranj pri optimizaciji protokola za merjenje biomase biofilma 
Legenda: ST: sobna temperatura 
 
3.2.4 Optimizacije testnega sistema za preizkušanje vpliva polžje sline na tvorbo 
biomase biofilma 
Pri optimizaciji smo se osredotočili na testiranje različnih gojišč, testiranje tvorbe biomase 
biofilma s stresanjem in brez stresanja ter dinamiko gostote celic in tvorbe biomase biofilma 
skozi čas inkubacije. Slednji dve postavki sta nas zanimali predvsem zaradi načina priprave 
bakterijske kulture za testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biomase biofilma, saj smo 
polžjo slino želeli dodati bakterijski kulturi v stanju, kjer so se celice namnožile, tvorba 
biofilma pa do te točke ni bila mogoča (ali zaradi mehanskih sil ali zaradi nezadostnega časa 
inkubacije). Na ta način bi se izognili učinku polžje sline na rast celic, ki bi lahko posredno 





96 % etanol 
 
96 % etanol 33 % etanojska 
kislina 
ukrivljeno dno z metanolom triplikat triplikat triplikat 
s sušenjem na ST triplikat triplikat triplikat 
ravno dno 
z metanolom triplikat triplikat triplikat 
s sušenjem na ST triplikat triplikat triplikat 
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3.2.4.1 Izbira gojišča  
Pri določanju najustreznejšega gojišča smo na sedmih sevih S. aureus in šestih sevih P. 
aeruginosa testirali skupno 9 gojišč: TSB, BHI in LB, pri čemer smo vsakega pripravili s 
tremi različnimi koncentracijami glukoze (0, 0,2 % in 2 %) (preglednica 8). Testiranje smo 
izvedli po protokolu za kvantifikacijo biomase biofilma (slika 1), s fiksacijo s sušenjem na 
sobni temperaturi in uporabo 70 % etanola, kot topila za KV (preglednica 8). 
 
3.2.4.2 Testiranja tvorbe biomase biofilma s stresanjem in brez stresanja 
Tudi to testiranje smo izvedli po protokolu za kvantifikacijo biomase biofilma (slika 1, 
preglednica 8), le da smo pripravili dve mikrotitrski ploščici, eno smo med 24-urno 
inkubacijo bakterijske kulture v mikrotitrski ploščici stresali pri 250 ob/min, druge pa ne. 
Testiranje smo izvedli na dveh izbranih sevih S. aureus in dveh izbranih sevih P.aeruginosa 
(preglednica 8). Izbira je bila osnovana na rezultatih predhodne točke (3.2.4.1). 
 
3.2.4.3 Določanje gostote celic in količine biomase biofilma v različnih časovnih točkah rasti 
Za testiranje smo uporabili ista seva kot pri poskusih s stresanjem (preglednica 8). Osnova 
testiranja je temeljila na klasičnem protokolu (slika 1, preglednica 8), le da smo pripravili 
več mikrotitrskih ploščic (n=5). Prvo smo analizirali takoj po inokulaciji, drugo po dveh urah 
inkubacije, tretjo po štirih urah, četrto po šestih urah in zadnjo po 24-tih urah inkubacije.  
 
3.2.5 Določanje živih, metabolno aktivnih celic z reagentom XTT 
Vpliv polžje sline na rast celic smo v glavnem določali na osnovi gostote celic, kjer smo 
bakterijskim kulturam po 24-tih urah rasti v prisotnosti in brez prisotnosti polžje sline 
izmerili absorbanco pri 620 nm. K temu smo želeli dodati metodo določanja metabolno 
aktivnih, se pravi živih celic, na osnovi uporabe reagenta XTT (natrijev 2,3-bis-(2-metoksi-
4-nitro-5-sulfo-fenil)-2H-tetrazolijev-5-karboksianilid).  
 
Testiranje z reagentom XTT smo naredili le na posameznem predstavniku obravnavanih 
bakterijskih vrst S. aureus (sev ZZV17-8422) in P. aeruginosa (sev ZZV17-8442). Pri 
testiranju smo najprej iz shranjenega alikvota obudili izbrana seva na krvnem agarju. Skupno 
1 μl sveže enodnevne bakterijske kulture, ki smo jo odmerili z umerjeno cepilno zanko, smo 
iz krvnega agarja prenesli v epruveto s 5 ml tekočega gojišča BHI in čez noč aerobno 
inkubirali pri 37 C. Po inkubaciji smo pripravili redčitvene vrste prekonočnih bakterijskih 
kultur v pufru PBS (do razredčine 10–8). Nerazredčeno prekonočno bakterijsko kulturo in 
razredčine 10–1, 10–2, 10–3, 10–4 ter 10–5, smo dodatno redčili tudi v razmerju 1:2. Delali smo 
v duplikatih.  
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Po 100 l razredčin, od 10–5 do 10–8 smo nanesli na trdno gojišče BHI in razmazali z 
Drigalski spatulo. Naslednji dan smo na števnih ploščah prešteli kolonijske enote in 
izračunali število CFU/ml po enačbi: 
 
𝐶𝐹𝑈






                                                                                   …(1)                                            
 
Pri tem je: 
CFUi… število kolonij na ploščii 
redčitevi … končna redčitev na ploščii 
n… število števnih plošč 
 
Takoj po pripravi delovne raztopine XTT po navodilih proizvajalca (6 ml XTT reagenta in 
1 ml »Electron coupling« reagenta), smo v vse vdolbinice mikrotitrske ploščice z 
razredčinami odpipetirali po 70 µl delovne raztopine. Mikrotitrsko ploščico smo inkubirali 
4 ure in po končani inkubaciji izmerili OD pri 450 nm in OD pri 660 nm. Pri testiranju smo 
na enak način kot bakterijske kulture sevov pripravili tudi negativno kontrolo (sveže tekoče 
gojišče TSB brez bakterijske kulture). Končne vrednosti smo izračunali po enačbi:   
 
𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖č𝑛𝑎 𝑂𝐷 =  [𝑂𝐷450 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐) −  𝑂𝐷450 (𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑎)] − 𝑂𝐷660 (𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐)                 …(2) 
 
Na koncu smo izrisali graf specifične OD v odvisnosti od log(CFU/ml). 
 
3.2.6 Testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biomase biofilma 
Pri metodi smo uporabili optimalni določeni gojišči za tvorbo biomase biofilma bakterij S. 
aureus in P.aeruginosa, BHI s 2 % glukozo in BHI (preglednica 8) in mikrotitrske ploščice 
z ukrivljenim dnom. Biomaso biofilma smo fiksirali z dvournim sušenjem, za topilo barvila 
KV pa smo uporabili 70 % etanol. Testiranje je v grobem potekalo na osnovi klasičnega 
protokola (slika 1) z nekaj spremembami. V vdolbinice mikrotitrske ploščice smo namesto 
200 µl bakterijske kulture (točka 5; slika 1) nanašali 100 µl, sveži, ali pa 10-urni bakterijski 
kulturi smo dodali različne raztopine (100 µl), tako da smo dobili (slika 1): 
 
- Kontrolo rasti (bakterijska kultura in gojišče v razmerju 1:1). Pri bakteriji S. aureus smo 
uporabili gojišče BHI z 2 % glukozo, pri bakteriji P. aeruginosa pa gojišče BHI. 
- Kontrolo redčenja (bakterijska kultura in pufer PBS v razmerju 1:1). 
- Vdolbinice na mikrotitrski ploščici s polžjo slino (bakterijska kultura in nerazredčena 
polžja slina v razmerju 1:1). 
- Vdolbinice na mikrotitrski ploščici s polžjo slino, razredčeno v razmerju 1:2 (50 % 
raztopina polžje sline v pufru PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1). 
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Za redčenje sline smo uporabili pufer PBS povsod, razen v preliminarnem testiranju 
(poglavje 4.5.1.1), kjer smo slino in pufer PBS redčili v gojišču BHI z 2 % glukozo. 
 
Shema poskusa pri testiranju vpliva polžje sline na tvorbo biomase biofilma je prikazana v 
preglednici 10. Delali smo v triplikatih. 
 
Preglednica 10: Shema poskusa pri testiranju vpliva polžje sline na tvorbo biomase biofilma 
 PA1 PA2 SA1 SA2 
Kontrola rasti 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl gojišča 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl gojišča 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl gojišča 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl gojišča 
Kontrola redčenja 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl PBS 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl PBS 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl PBS 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl PBS 
Nerazredčena slina 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl neredčene 
sline 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl neredčene 
sline 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl neredčene 
sline 
100 µl bakterijske 
kulture 




100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl sline 
razredčene 1:2 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl sline 
razredčene 1:2 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl sline 
razredčene 1:2 
100 µl bakterijske 
kulture 
100 µl sline 
razredčene 1:2 
Legenda: PA1: P. aeruginosa, sev ZZV17-8442, PA2: P. aeruginosa, sev ZZV17-8503, SA1: S. aureus, sev 
ZZV17-8422, SA2: S. aureus, sev ZZV17-8428. 
 
3.2.7 Statistična analiza 
Iz dobljenih meritev smo v programu Microsoft Excel izračunali povprečne vrednosti (x̄) in 
pripadajoče standardne odklone (σ). Razlike med povprečnimi meritvami dveh različnih 
skupin (X in Y) smo preverjali s Studentovim t-testom v programu Microsoft Excel. Pri tem 
smo postavili dve hipotezi: ničelno hipotezo (H0), ki trdi, da sta povprečni vrednosti meritev 
skupin X in Y enaki (H0: X = Y) in nasprotno hipotezo (H1), ki trdi, da povprečni vrednosti 
meritev skupin X in Y nista enaki (H1: X  Y). Določili smo stopnjo značilnosti ( = 0,05) 
testa, ki predstavlja verjetnost oz. stopnjo tveganja za napako prve vrste. O zavrnitvi hipoteze 
H0 smo se odločali na podlagi izračunanih p-vrednosti po naslednjem kriteriju: 
 
- Če je vrednost p < , potem je razlika v povprečnih vrednostih med skupinama X in 
Y statistično značilna. H0 lahko zavržemo in sprejmemo H1. 
- Če je vrednost p > , potem razlika v povprečnih vrednostih med skupinama X in Y 
ni statistično značilna. H0 v tem primeru ne moremo zavreči. 
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4 REZULTATI 
Prvi del magistrske naloge smo posvetili optimizaciji metode za merjenje (poglavje 4.1) in 
tvorbo biofilma (poglavje 4.2). Spremljali smo gostoto celic in količino biofilma v času ter 
vpliv stresanja na rast celic in tvorbo biofilma (poglavje 4.3). Dodatno smo preizkusili 
metodo merjenja metabolno aktivnih bakterijskih celic z reagentom XTT (Thermo Fisher 
Scientific), s katero bi lahko poenostavili določanje vpliva polžje sline na bakterijsko rast 
(poglavje 4.4). V drugem delu smo v optimiziranem testnem sistemu določali vpliv polžje 
sline na bakterijsko rast in tvorbo biofilma. Vpliv polžje sline na bakterijsko rast smo 
določali na osnovi meritev absorbance pri 620 nm (OD620). Vpliv polžje sline na tvorbo 
biofilma pa smo določali na osnovi barvanja pritrjene biomase z barvilom KV in meritev 
absorbance raztopljenega KV pri 570 nm (OD570). Rezultate teh testiranj podajamo v 
poglavju 4.5. 
 
4.1 OPTIMIZACIJA METODE ZA MERJENJE BIOFILMA 
Pri prvi točki naloge smo ugotavljali, če kateri od sledečih parametrov vpliva na vrednosti 
spektrofotometričnih meritev biofilma: 1) vrsta mikrotitrske ploščice (ravno in ukrivljeno 
dno), 2) način fiksacije pritrjene biomase (brezvodni metanol, sušenje na sobni temperaturi) 
in 3) vrsta topila barvila KV (96 % etanol, 70 % etanol ali 33 % etanojska kislina). Vsa 
testiranja smo opravili na referenčnem sevu (ZZV17-8453). Na splošno smo višje vrednosti 
absorbance pri 570 nm izmerili na mikrotitrski ploščici z ukrivljenim dnom, pri fiksaciji s 
sušenjem pri sobni temperaturi in pri uporabi 70 % etanola za topljenje barvila KV. Rezultati 
so podrobneje predstavljeni v naslednjih podpoglavjih (4.1.1, 4.1.2, 4.1.3). 
 
4.1.1 Tvorba biofilma na mikrotitrski ploščici z ukrivljenim in ravnim dnom 
Vrednosti OD570 pri merjenju biofilma na polistirenskih mikrotitrskih ploščicah z 
ukrivljenim dnom (proizvajalca Sarstedt) in ravnim dnom (proizvajalca TPP) so glede na 
testirane pogoje podane v preglednici 11 in grafično prikazane na sliki 2. V mikrotitrski 
ploščici z ukrivljenim dnom smo pri vseh testiranih kombinacijah fiksacije in topil izmerili 
višje povprečne vrednosti OD570, kot v mikrotitrski ploščici z ravnim dnom (slika 2, 
preglednica 11). Pri tem smo statistično značilno razliko določili pri štirih od šestih testiranih 
kombinacij (p < 0,05) (preglednica 11). Razlika med obarvanostjo mikrotitrskih ploščic je 
bila vidna tudi s prostim očesom (slika 3).  
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Preglednica 11: Povprečne vrednosti OD570 pri kvantitativnem določanju biofilma na polistirenskih 
mikrotitrskih ploščicah z ukrivljenim in ravnim dnom ob različnih načinih fiksacije in topljenja barvila KV 
FIKSACIJA Sušenje  Absolutni metanol 













x̄ ± σ 
























Vrednost p (U:R) 0,029 0,060 0,006 0,008 < 0,001 0,609 
Testiranje je bilo izvedeno v različnih kombinacijah fiksacije in vrste topil barvila KV. V zadnji vrstici 
navajamo še razlike med dobljenimi vrednostmi v obliki stopnje značilnosti (vrednosti p). Statistično značilne 




Slika 2: Vpliv načina fiksacije in vrste topila na detekcijo biofilma v polistirenskih mikrotitrskih ploščicah z 
ukrivljenim in ravnim dnom 
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33% etanojska kislina 70% etanol 96% etanol
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4.1.2 Vpliv načina fiksacije na kvantitativno določanje biofilma s kristal vijoličnim 
barvilom 
Testirali smo dva načina fiksacije pritrjene biomase: fiksacijo z dvournim sušenjem pri sobni 
temperaturi in fiksacijo z metanolom. Pri fiksaciji s sušenjem so povprečne vrednosti OD570 
bile v vseh primerih višje, kot pri fiksaciji z metanolom tako na mikrotitrski ploščici z 
ravnim, kot na mikrotitrski ploščici z ukrivljenim dnom (slika 2, preglednica 11), vendar so 
bile statistično značilno višje le v polovici primerov (vedno pri uporabi etanojske kisline in 
pri uporabi 96 % etanola pri mikrotitrski ploščici z ukrivljenim dnom; priloga A). 
 
4.1.3 Vpliv vrste topila za kristal vijolično barvilo na kvantitativno določanje 
biofilma  
Povprečne vrednosti OD570 pri uporabi različnih vrst topil so podane v preglednici 11 in 
grafično predstavljene na sliki 2. Najvišjo povprečno vrednost meritev smo v obeh 
mikrotitrskih ploščicah določili pri dodatku 70 % etanola, vendar so se statistično razlikovale 
le od nekaterih vrednosti ostalih topil (preglednica 12, priloga B).  
 
Najnižje povprečne vrednosti OD570 smo tako na mikrotitrski ploščici s ravnim, kot z 
ukrivljenim dnom izmerili pri topljenju barvila s 96 % etanolom, vendar razlike v 
absorbancah z ostalimi topili (še posebej na mikrotitrski ploščici ravnim dnom) prav tako v 
večini primerov niso bile statistično značilne (preglednica 12, priloga B). 
 




 Vrednost p 
96 % etanol:  
70% etanol 
96 % etanol: 
etanojska kislina 
70 % etanol: 
etanojska kislina 
ukrivljeno dno 
z metanolom < 0,001 < 0,001 0,002 
s sušenjem na ST 0,087 0,019 0,267 
ravno dno 
z metanolom 0,034 0,066 0,421 
s sušenjem na ST 0,255 0,067 0,527 
Povprečne vrednosti rezultatov so podane v preglednici 11. Statistično značilne razlike so označene z rumeno. 
Legenda: ST: sobna temperatura. 
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4.2 OPTIMIZACIJA SISTEMA ZA TVORBO BIOFILMA 
V tem delu magistrske naloge smo ugotavljali, v katerem izmed izbranih gojišč bakteriji S. 
aureus in P. aeruginosa tvorita največ biofilma. Tekom poskusa smo določili tudi 
sposobnost tvorbe biofilma več različnih izbranih sevov bakterij S. aureus (poglavje 4.2.1) 
in P. aeruginosa (poglavje 4.2.2).  
 
Določili smo, da bakterija S. aureus najbolje tvori biofilm v gojišču BHI z dodatkom 2 % 
glukoze, bakterija P. aeruginosa pa v gojišču BHI brez dodane glukoze.  
 
Pri bakteriji P. aeruginosa smo v splošnem izmerili višje vrednosti pri testiranju biofilma, 
kot pri bakteriji S. aureus. Povprečne vrednosti meritev posameznih sevov P. aeruginosa so 
se gibale med 0,070 in 4,193, povprečne vrednosti sevov bakterije S. aureus pa med 0 in 
2,415 (prilogi C in D). Od sedmih testiranih sevov bakterije S. aureus sta v večini testiranih 
gojišč biofilm najbolje tvorila seva ZZV17-8422 in ZZV17-8428. Pri bakteriji P. aeruginosa 
je v večini gojišč le en sev tvoril manj biofilma v primerjavi z ostalimi petimi sevi (slika 5). 
 
4.2.1 Optimizacija sistema za tvorbo biofilma pri bakteriji S. aureus 
Pri testiranju biofilma izbranih sevov bakterije S. aureus v devetih gojiščih smo najvišjo 
povprečno vrednost OD570 (x̄ = 0,733) določili pri gojišču BHI z 2 % glukozo (priloga C). 
Razvidno je, da to gojišče večini testiranih sevov omogoča relativno visoko tvorbo biofilma, 
vendar so izjeme, kot je izolat ZZV17-8435, ki je kar v šestih od devetih testiranih gojišč 
tvoril višje količine biofilma, kot v gojišču BHI z 2 % glukozo. Gojišče BHI z 2 % glukozo 
je pri treh od sedmih sevov uvrstilo med tri najboljša gojišča za testiranje biofilma pri 
izbranih sevih S. aureus (slika 4, priloga C).   
 
Približno enkrat nižje povprečje je imelo gojišče LB z 0,2 % glukozo (x̄ = 0,422), vendar 
razlika med gojiščema ni bila statistično značilna (p = 0,240). Pri preostalih gojiščih (BHI, 
BHI z 0,2 % glukozo, TSB, TSB z 0,2 % glukozo, TSB z 2 % glukozo, LB in LB z 2 % 
glukozo) so vrednosti OD570 bile nižje, gibale so se med 0,090 in 0,345 (prilogi C in E).  
 
Najvišje OD570 smo pri testiranju tvorbe biofilma bakterije S. aureus določili pri sevih 
ZZV17-8422 in ZZV17-8428, in sicer v gojišču BHI z 2 % glukozo. Ostali sevi (ZZV17-
8419, ZZV17-8435, ZZV17-8447, ZZV17-8498 in ZZV17-8453) so v posameznem gojišču 
tvorili do 42-krat manj biofilma, predvsem sev ZZV17-8435 (prilogi C in E). Podrobnejše 
statistične razlike tvorbe biofilma med sevi so predstavljene na sliki 4.  
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Slika 4: Kvantifikacija biofilma (OD570) pri različnih sevih bakterije S. aureus v različnih gojiščih 
Seve v posameznem gojišču smo glede na količino proizvedenega biofilma razvrstili v 4 skupine (a, b, c in d), 
ki se med seboj statistično razlikujejo. Vrednosti OD570 sevov v skupini a so bile statistično najvišje, nižje so 
bile vrednosti v skupinah b in c, najnižje pa v skupini d. Seve, pri katerih se OD570 med dvema skupinama 
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4.2.2 Optimizacija sistema za tvorbo biofilma pri bakteriji P. aeruginosa 
V nasprotju z bakterijo S. aureus smo opazili, da sevi bakterije P. aeruginosa splošno dobro 
tvorijo biofilm v vseh devetih izbranih gojiščih. Pri tem sta najvišji povprečni vrednosti vseh 
meritev OD570 imeli gojišči BHI (x̄ = 2,039) in LB (x̄ = 1,702), ki se po tvorbi biofilma nista 
statistično značilno razlikovali (p = 0,295). Tudi ostala gojišča so imela relativno visoke 
povprečne vrednosti absorbanc (x̄ > 1) (slika 5, prilogi D in F).  
 
Večina sevov bakterije P. aeruginosa tvori večje količine biofilma od bakterije S. aureus. 
Količina biofilma, ki jo posamezen sev proizvede, je odvisna od vrste gojišča. Visoke 
vrednosti OD570 smo v večini gojišč izmerili pri vseh sevih, z izjemo ZZV17-8449. Nizke 
vrednosti, ki statistično izstopajo od ostalih, so na sliki 5 označene z zvezdico (). Po visokih 
OD570 najbolj izstopa sev ZZV17-8442 v gojišču BHI (slika 5, prilogi D in F). 
 
 
Slika 5: Kvantifikacija biofilma (OD570) pri različnih sevih bakterije P. aeruginosa v različnih gojiščih 
Seve v posameznem gojišču smo glede na količino proizvedenega biofilma razvrstili v 4 skupine (a, b, c in d), 
ki se med seboj statistično razlikujejo. Vrednosti OD570 sevov v skupini a so bile statistično najvišje, nižje so 
bile vrednosti v skupinah b in c, najnižje pa v skupini d. Seve, pri katerih se OD570 med dvema skupinama 
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4.3 KVANTIFIKACIJA CELIČNE GOSTOTE IN BIOFILMA S STRESANJEM IN 
BREZ STRESANJA BAKTERIJSKE KULTURE MED RASTJO  
Po nacepitvi bakterij S. aureus in P. aeruginosa ter po dveh, štirih, šestih in 24-tih urah 
inkubacije brez stresanja smo merili gostoto celic z absorbanco pri 620 nm (OD620) in 
količino biofilma na osnovi merjenja absorbance barvila KV pri 570 nm (OD570). Vzporedno 
smo izvedli poskus, v katerem smo bakterijsko kulturo stresali in po 24-tih urah na enak 
način izmerili OD620 in OD570. 
 
4.3.1 Dinamika gostote celic in količine biofilma skozi čas pri izbranih sevih S. aureus 
in P. aeruginosa brez stresanja 
Po 6-urni inkubaciji se celična gostota in količina biofilma pri bakteriji S. aureus nista 
bistveno povečala, pri bakteriji P. aeruginosa pa se je absorbanca povečala za približno 
0,080 pri merjenju celične gostote in 0,400 pri merjenju biofilma. Do največjega porasta 
celične gostote in količine biofilma je pri obeh bakterijah prišlo šele po šestih urah inkubacije 
(slika 6, prilogi G in H). 
 
Pri bakteriji S. aureus smo po dveh urah inkubacije določili vsaj za 0,013 višje vrednosti 
OD620, kot takoj po inokulaciji ali po štirih urah inkubacije. Po 24-tih urah med sevoma 
opazimo 3 do 10-kratno razliko v OD570 in OD620. Pri sevu z višjo celično gostoto smo 
izmerili nižje vrednosti OD570 in obratno (priloga G). 
 
Po 24-urni inkubaciji bakterija P. aeruginosa doseže bistveno višjo celično gostoto v 
primerjavi z bakterijo S. aureus. Tako kot pri sevih S. aureus, smo tudi pri sevu P. aerugnosa 
z višjo celično gostoto izmerili nižje vrednosti OD570 in obratno, vendar so razlike med 
sevoma bile manjše (do 1,5-kratne) (slika 7, prilogi G in H). 
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Slika 7: Gostota celic (A) in vrednosti pri merjenju biofilma (B) v odvisnosti od časa pri bakteriji P. aeruginosa 
 
4.3.2 Vpliv stresanja na gostoto bakterijskih celic in količino biofilma 
Absorbance pri merjenju gostote celic (OD620) in merjenju količine biofilma (OD570) so sicer 
bile v večini primerov po 24-urni inkubaciji s stresanjem nižje, kot po 24-urni inkubaciji 
brez stresanja, vendar razlike v nobenem primeru niso bile statistično značilne (slika 8, 
priloga H; primerjava 24 in 24 S). 
 
Slika 8: Vpliv stresanja na gostoto celic (A) in tvorbo biofilma (B) 
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4.4 DOLOČANJE ŽIVOSTI CELIC Z REAGENTOM XTT 
Živost celic smo določali na osnovi testiranja viabilnosti celic z reagentom XTT (natrijev 
2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfo-fenil)-2H-tetrazolijev-5-karboksianilid). Pri obravnavani 
metodi smo določali absorbanco formazana, ki naj bi bila sorazmerna številu metabolno 
aktivnih bakterijskih celic. Vrednosti absorbance (OD450-OD660) so pričele naraščati šele po 
vrednostih 6 log pri bakteriji S. aureus in 8 log pri bakteriji P. aeruginosa. Pri bakteriji S. 
aureus so dosegle maksimum pri 8 log, pri bakteriji P. aeruginosa pa pri 10 log. Za tem so 
upadle in pri nerazredčenih bakterijskih kulturah znašale le 0,423 pri bakteriji S. aureus in 
0,157 pri bakteriji P. aeruginosa (slika 9). 
 
 
Slika 9: Testiranje viabilnosti celic z reagentom XTT 
 
4.5 TESTIRANJE VPLIVA POLŽJE SLINE NA RAST IN TVORBO BIOFILMA 
PRI IZBRANIH SEVIH S. aureus IN P. aeruginosa 
Vpliv polžje sline na rast celic in tvorbo biofilma smo testirali na dveh izbranih sevih 
bakterije S. aureus (poglavje 4.5.1) in dveh izbranih sevih bakterije P. aeruginosa (poglavje 
4.5.2). 
 
Pri določanju vpliva polžje sline smo najprej opravili preliminarno testiranje na dveh sevih 
bakterije S. aureus, kjer smo predvsem želeli preizkusiti pripravljeni protokol za določanje 
vpliva učinkovine na tvorbo biofilma. Pri tem smo učinkovino in kontrolne raztopine v 
različnih koncentracijah k bakterijski kulturi dodali po 10-tih urah rasti. V preliminarnem 
poskusu smo vse razredčine raztopin pripravljali v gojišču. Pri tem spomnimo, da testiranja 
s pufrom PBS podajajo podatek o samem vplivu redčenja na rezultat testiranja. Pri poskusih 
smo poleg količine tvorjenega biofilma (vrednosti OD570), ki je bila osnovana na barvanju s 
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Nadaljnja testiranja so potekala na obeh vrstah bakterij, po podobnem protokolu, kot 
preliminarno testiranje, le da smo vzporedno s testiranjem na 10-urni bakterijski kulturi 
vodili poskus, kjer smo učinkovino in kontrolne raztopine dodali k sveže pripravljeni 
bakterijski kulturi. Razredčine smo na osnovi preliminarnih rezultatov tokrat pripravili v 
pufru PBS. 
 
Dodatno smo na osnovi merjenja gostote celic določali še vpliv polžje sline na celokupno 
bakterijsko rast, tako da smo merili OD620 pritrjenih in planktonskih celic hkrati. V tem 
primeru smo polžjo slino prav tako dodali k sveže pripravljeni bakterijski kulturi, vsa 
potrebna redčenja pa pripravili v pufru PBS (poglavje 4.5.3). 
 
4.5.1 Testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biofilma pri bakteriji S. aureus 
Zaradi večje preglednosti rezultatov smo preliminarni poskus na sevih S. aureus in temu 
sledeča testiranja opisali v ločenih podpoglavjih. 
4.5.1.1 Preliminarno testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biofilma 
Pri testiranih sevih bakterije S. aureus so se vrednosti izmerjenih absorbanc celičnih gostot 
planktonskih celic in vrednosti pri merjenju biofilma nekoliko razlikovale (slika 10), vendar 
smo opazili podoben trend. 
 
Pri testiranju vpliva polžje sline na tvorbo biofilma se vrednosti OD570 med vzorci z dodano 
nerazredčeno slino in vzorci z dodanim PBS niso bistveno razlikovale. Pri vzorcih z 
razredčino sline 1:2 pa smo zaznali statistično nižje vrednosti OD570 kot pri vzorcih z 
razredčino PBS 1:2 (slika 10 A, prilogi I in J). 
 
Vzorci z dodano slino in razredčino sline 1:2 so pri obeh sevih imeli najvišjo gostoto 
planktonskih celic, in sicer 2 do 3-krat višjo (p < 0,001) kot bakterijske kulture s PBS in 
razredčino PBS 1:2 (kontrole vpliva redčenja). Vrednosti absorbanc so bile tudi višje kot v 
kontroli rasti, kjer smo bakterijski kulturi dodali le sveže gojišče (BHI z 2 % glukozo), 
vendar pri tem razlike niso bile statistično značilne (slika 10 B, prilogi I in J).  
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Slika 10: Preliminarna raziskava vpliva polžje sline na tvorbo biofilma (A) in rast planktonskih celic (B) 
Vpliv na rast smo določali z meritvami absorbance pri 620 nm, vpliv na tvorbo biofilma pa z meritvami 
absorbance pri 570 nm. Legenda: slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 
1:2: polžja slina razredčena z BHI z 2 % glukozo, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, PBS 1:2: pufer PBS razredčen z BHI z 2 % glukozo, dodan v bakterijsko 
kulturo v razmerju 1:1, BHI + 2 %: bakterijska kultura in gojišče BHI z 2 % glukozo v razmerju 1:1. 
 
4.5.1.2 Testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biofilma pri dodajanju sline v sveže 
pripravljeno bakterijsko kulturo  
Pri tem poskusu smo izvedli dve neodvisni ponovitvi, prvo biološko ponovitev v triplikatih, 
drugo zaradi omejene zaloge polžje sline v duplikatih.  
 
Kljub razlikam v gostoti planktonskih celic glede na biološko ponovitev (slika 11 B), so si 
bile vrednosti OD570 pri merjenju biofilma znotraj bioloških ponovitev bolj podobne. Opazili 
smo, da se trend pri testiranih sevih razlikuje. Pri sevu ZZV17-8422, smo najvišje vrednosti 
pri merjenju biofilma določili pri kontroli rasti (rast v gojišču brez dodanih raztopin in 
učinkovin). Pri sevu ZZV17-8428 pa smo najvišjo vrednost določili pri bakterijskih kulturah 
z nerazredčeno slino, kjer je koncentracija planktonskih celic v drugi biološki ponovitvi bila 
najnižja. Statističnih razlik med vrednostmi OD570 v bakterijskih kulturah z dodano slino in 
bakterijskih kulturah z dodanim pufrom PBS nismo določili (slika 11 A, prilogi K in L). 
 
V prvi biološki ponovitvi so vrednosti OD620 bile zelo nizke, gibale so se med 0,040 in 0,087, 
razlike v gostoti planktonskih celic med posameznimi testnimi kombinacijami pa niso bile 
statistično značilne. V drugi biološki ponovitvi je gostota celic v primerjavi s prvo na splošno 
bila višja. Pri sevu ZZV17-8422 je bila gostota celic pri bakterijskih kulturah z nerazredčeno 
slino bistveno višja, kot pri bakterijskih kulturah z drugimi raztopinami (p < 0,031). Pri 
drugem sevu, smo izmerili ravno obratno, gostota celic je bila najvišja pri kontrolah 
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Slika 11: Testiranje vpliva polžje sline, dodane pred začetkom inkubacije, na tvorbo biofilma (A) in rast 
planktonskih celic (B) pri bakteriji S. aureus 
Vpliv na rast smo določali z meritvami absorbance pri 620 nm, vpliv na tvorbo biofilma pa z meritvami 
absorbance pri 570 nm. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga biološka ponovitev, slina: 
bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja slina razredčena s pufrom 
PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI 
+ 2 %: bakterijska kultura in gojišče BHI z 2 % glukozo v razmerju 1:1. 
 
4.5.1.3 Testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biofilma, pri dodajanju sline k 10 h 
bakterijski kulturi  
Biofilma je bilo v bakterijskih kulturah z dodano slino ali razredčeno slino 1:2 od 1,1 do 3,7-
krat več, kot v kontroli s PBS (statistično značilno pri več kot polovici primerov) (slika 12 
A, prilogi M in N). Najvišje gostote planktonskih celic smo zaznali pri kontroli rasti, najnižje 
pa pri bakterijskih kulturah s slino (nerazredčeno ali razredčeno) (slika 12 B, priloga M), 
vendar so razlike redko bile bistvene (p > 0,05) (priloga N). 
 
Slika 12: Testiranje vpliva polžje sline, dodane po 10 h inkubacije, na tvorbo biofilma (A) in rast planktonskih 
celic (B) pri bakteriji S. aureus 
Vpliv na rast smo določali z meritvami absorbance pri 620 nm, vpliv na tvorbo biofilma pa z meritvami 
absorbance pri 570 nm. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga biološka ponovitev, slina: 
bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja slina razredčena s pufrom 
PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI 
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4.5.2 Testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biofilma pri bakteriji P. aeruginosa 
4.5.2.1 Testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biofilma pri dodajanju sline v sveže 
pripravljeno bakterijsko kulturo  
Razlike v količini biofilma med posameznimi vzorci niso bile statistično značilne, se pa je 
pri vsakem od sevov nakazoval trend tvorbe biofilma. Pri sevu ZZV17-8442 smo na primer 
najnižje vrednosti OD570 določili pri kontroli rasti, kontrola s pufrom PBS pa je bila med 
najvišjimi. Pri drugem testiranem sevu (ZZV17-8503) smo opazili ravno obratno. V treh od 
štirih primerov testiranja (sev ZZV17-8442, 1 BP in 2 BP ter ZZV17-8503, 1 BP) smo pri 
vzorcih z nerazredčeno slino izmerili nižje vrednosti OD570, kot pri razredčeni slini (slika 13 
A, prilogi O in P). 
 
Gostota planktonskih celic je bila skoraj v vseh primerih najnižja pri kontroli s PBS, v 
primerjavi z nerazredčeno slino pa je bila značilno nižja le v polovici primerov. Podobno 
smo opazili tudi pri bakterijskih kulturah z dodano slino 1:2, vendar so bile razlike tukaj 
značilne le v enem primeru. Kontrole rasti so bile primerljive (sev ZZV17-8442) ali le 
nekoliko višje (sev ZZV17-8503) od vzorcev s slino (slika 13 B, prilogi O in P). 
Slika 13: Testiranje vpliva polžje sline, dodane pred začetkom inkubacije, na tvorbo biofilma (A) in rast 
planktonskih celic (B) pri bakteriji P. aeruginosa 
Vpliv na rast smo določali z meritvami absorbance pri 620 nm, vpliv na tvorbo biofilma pa z meritvami 
absorbance pri 570 nm. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga biološka ponovitev, slina: 
bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja slina razredčena s pufrom 
PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI: 
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4.5.2.2 Testiranje vpliva polžje sline na tvorbo biofilma, pri dodajanju sline k 10 h 
bakterijski kulturi  
Rezultati testiranja vpliva polžje sline na tvorbo biofilma so navedeni v prilogah Q in R ter 
grafično predstavljeni na sliki 14 A. V večini primerov smo najvišje vrednosti OD570 določili 
pri poljih z nerazredčeno slino. Pri bakterijskih kulturah z dodano slino smo ugotovili 1,5 do 
1,8-krat višje količine biofilma, kot pri bakterijskih kulturah z dodanim pufrom PBS 
(statistično značilno v ¾ primerih). Statističnih razlik v količini biofilma v vzorcih s slino 
1:2 pa v primerjavi z vzorci z dodanim pufrom PBS nismo zaznali (slika 14 A, prilogi Q in 
R). 
 
Kot pri prejšnjem testiranju (poglavje 4.5.2.1.) smo tudi tukaj najnižjo gostoto planktonskih 
celic določili pri kontroli s pufrom PBS. Najvišjo gostoto pa smo določili pri vzorcih s slino 
(razredčeno ali nerazredčeno). Gostota planktonskih celic je bila v bakterijski kulturi z 
dodano slino ali slino 1:2 1,5 do 2,2-krat višja, kot v bakterijski kulturi z dodanim pufrom 
PBS. Razlike so bile statistično značilne v večini primerov (slika 14 B, prilogi Q in R). 
 
Slika 14: Testiranje vpliva polžje sline, dodane po 10 h inkubacije, na tvorbo biofilma (A) in rast planktonskih 
celic (B) pri bakteriji P. aeruginosa 
Vpliv na rast smo določali z meritvami absorbance pri 620 nm, vpliv na tvorbo biofilma pa z meritvami 
absorbance pri 570 nm. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga biološka ponovitev, slina: 
bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja slina razredčena s pufrom 
PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI: 
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4.5.3 Vpliv polžje sline na celokupno celično gostoto bakterij S. aureus in P. 
aeruginosa 
Pri testiranju celokupnih, pritrjenih in planktonskih celic, so absorbance (OD620) v 
bakterijskih kulturah z dodano slino ali slino 1:2 pri bakteriji S. aureus bile 2 do 4-krat višje, 
kot pri kontrolah. Absorbanca se je razlikovala za 0,501-0,850. Pri tem so bile razlike 
statistično značilne (slika 15, prilogi S in T).  
 
 
Slika 15: Testiranje vpliva polžje sline na rast planktonskih in pritrjenih celic pri bakteriji S. aureus 
Vpliv na rast smo določali z meritvami absorbance pri 620 nm, vpliv na tvorbo biofilma pa z meritvami 
absorbance pri 570 nm. Legenda: slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 
1:2 polžja slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI + 2 %: bakterijska kultura in gojišče BHI z 2 % glukozo v razmerju 
1:1. 
 
Pri določanju celokupnih, pritrjenih in planktonskih celic, so absorbance (OD620) v 
bakterijskih kulturah P. aeruginsa z dodano slino ali slino 1:2 bile nekoliko višje, kot pri 
kontroli redčenja (slika 16, priloga S), vendar je bila razlika statistično značilna le pri sevu 
ZZV17-8442 (priloga T).  
 
  
Slika 16: Testiranje vpliva polžje sline na rast planktonskih in pritrjenih celic pri bakteriji P. aeruginosa 
Vpliv na rast smo določali z meritvami absorbance pri 620 nm, vpliv na tvorbo biofilma pa z meritvami 
absorbance pri 570 nm. Legenda: slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 
1:2 polžja slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
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5 RAZPRAVA 
Najpogosteje uporabljena metoda za testiranje biofilma je osnovana na mikrotitrskih 
ploščicah z ovrednotenjem biomase biofilma po barvanju z barvilom KV. Za končno 
ovrednotenje rezultatov potrebujemo čitalec mikrotitrskih ploščic, vendar ne potrebujemo 
druge opreme, njena prednost pa je tudi nizka cena. Slabosti te metode so možna delna 
odstranitev biofilma s spiranjem planktonskih celic, hitra izčrpanost hranil, občutljivost na 
sedimentacijo celic in občasno slaba ponovljivost (Azeredo in sod., 2017). Za testiranje 
biofilma se najpogosteje uporabljajo mikrotitrske ploščice z ukrivljenim (Coffey in 
Anderson, 2014; Wu in sod., 2015) ali ravnim dnom (Kwasny in Opperman, 2010; Shukla 
in Rao, 2017; Stepanović in sod., 2003). Stepanović in sod. (2003) so ugotovili, da lahko 
bakterije na mikrotitrskih ploščicah različnih proizvajalcev, kljub enakim specifikacijem, 
tvorijo različne količine biofilma. V naši nalogi smo tvorbo biofilma primerjali na dveh 
polistirenskih mikrotitrskih ploščicah, ki sta se razlikovali po obliki dna in proizvajalcu. Pri 
testiranju biofilma na mikrotitrski ploščici z ukrivljenim dnom proizvajalca Sarstedt smo 
določili višje vrednosti absorbance, kot na mikrotitrski ploščici z ravnim dnom proizvajalca 
TPP. Do razlike bi lahko prišlo zaradi same oblike dna, ali pa zaradi različne površine 
mikrotitrske ploščice pri omenjenih proizvajalcih.  
 
V drugem delu optimizacije metode za merjenje biofilma smo testirali vpliv načina fiksacije 
biofilma in vrste topila barvila KV na izmerjene vrednosti OD570. Pri fiksaciji s sušenjem so 
v našem primeru vrednosti bile višje kot pri fiksaciji z metanolom, kar je skladno z rezultati 
Ommen in sod. (2017), ki so pri uporabi metanola zraven nižje zaznane količine biofilma 
ugotovili tudi manjšo ponovljivost rezultatov. Za razliko od objave Ommen in sod. (2017) 
so naši rezultati bili bolj ponovljivi. Oba omenjena načina fiksacije sta sicer pogosto v 
uporabi (preglednica 2). Nekateri znanstveniki navajajo tudi možnost fiksacije biofilma s 
sušenjem pri višjih temperaturah (60 C) (Baldassari in sod., 1993; Kirmusaoğlu, 2019), s 
katero so prav tako določili višje količine biofilma, kot pri fiksaciji z metanolom (Baldassari 
in sod., 1993). Sušenje se je torej ne glede na temperaturo v raziskavah izkazalo za 
preferenčen način fiksacije.  
 
Za topljenje barvila KV iz biofilma znanstveniki pogosto navajajo uporabo 70 do 100 % 
etanola ali 30 do 33 % etanojske kisline (Shukla in Rao, 2017; Kirmusaoğlu, 2019; 
Rodríguez-Lázaro in sod., 2018; Dassanayake in sod., 2020; O'Toole, 2011; Manios in 
Skandamis, 2014; Jensen in sod., 2018; Cassat in sod., 2007; Luther in sod., 2015; Torlak in 
sod., 2017; Haney in sod., 2018). Merritt in sod. (2005) so pri uporabi 33 % etanojske kisline 
zaznali več biofilma, kot pri uporabi 95 % etanola. V naši raziskavi smo testirali tri topila. 
Tako kot Merritt in sod. (2005) smo tudi mi pri uporabi 33 % etanojske kisline zaznali več 
biofilma, kot pri uporabi 96 % raztopine etanola. Najvišje vrednosti absorbanc pri testiranju 
biofilma pa smo zaznali pri uporabi 70 % etanola, ki je sicer v primerjavi z drugimi topili 
redkeje v uporabi (preglednica 3). 
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Za testiranje tvorbe bakterijskega biofilma se lahko uporabljajo različna tekoča gojišča. 
Podrobno smo jih podali v preglednici 1. Vidimo, da so to v večini splošna bakteriološka 
kompleksna gojišča, pogosto z dodanimi sladkorji. V našem primeru smo pri bakteriji S. 
aureus najvišje vrednosti OD570 zaznali v gojišču BHI z 2 % glukozo. Za testiranje tvorbe 
biofilma pri bakteriji S. aureus so gojišče BHI predlagali tudi Chen in sod (2012) ter 
Wijesinge in sod. (2019), vendar brez dodane glukoze. Tekom poskusa smo opazili, da je 
izbira optimalnega gojišča za tvorbo biofilma odvisna od izbranega seva. Gojišče BHI z 2 
% glukozo namreč večini testiranih sevov omogoča relativno visoko tvorbo biofilma, vendar 
so izjeme, kot je izolat ZZV17-8435, ki je kar v šestih testiranih gojiščih tvoril višje količine 
biofilma, kot v BHI z 2 % glukozo. Bakterija P. aeruginosa je v večini gojišč tvorila več 
biofilma, kot bakterija S. aureus, najvišje povprečje OD570 pa je imela v gojišču BHI. Tudi 
Olivares in sod. (2016) in Wijesinge in sod. (2019) navajajo, da bakterija P. aeruginosa v 
gojišču BHI dobro tvori biofilm. Glede na primerljive vrednosti z LB, bi za testiranje tvorbe 
biofilma pri bakteriji P. aeruginosa namesto gojišča BHI alternativno lahko uporabili tudi 
gojišče LB. 
 
Nekateri avtorji navajajo (She in sod., 2019; Seidl in sod., 2008), da dodajanje sladkorja, 
konkretneje glukoze v gojišča pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa spodbuja tvorbo 
biofilma v različnih gojiščih, med drugim tudi v gojišču BHI. Z našimi rezultati lahko slednje 
potrdimo le za bakterijo S. aureus.  
 
Sevi bakterij S. aureus in P. aeruginosa, ki smo jih uporabljali v nalogi, so bili izolirani iz 
kroničnih ran. Določili smo, da nekateri od izbranih sevov tvorijo biofilm bolje kot drugi. 
Od sedmih testiranih sevov S. aureus sta največ biofilma tvorila ZZV17-8422 in ZZV17-
8428. Pri omenjenih sevih smo izmerili vrednosti OD570 od 1,736 do 2,415, za razliko od 
ostalih sevov, pri katerih so vrednosti bile nižje od 0,338. Za razliko od bakterije S. aureus 
so vsi sevi bakterije P. aeruginosa z izjemo ZZV17-8449 v večini gojišč tvorili večje 
količine biofilma, med njimi najbolje ZZV17-8442, ZZV17-8503 in ZZV17-8416. V naših 
poskusih smo uporabili dva najboljša tvorca biofilma v gojišču BHI, ki smo ga uporabili za 
testiranje vpliva polžje sline. 
 
Slabost mnogih testiranj učinkovin na tvorbo biofilma je, da določajo posredni vpliv 
učinkovine na tvorbo biofilma. Sprememba tvorbe biofilma zaradi učinkovine je namreč 
lahko odraz vpliva učinkovine na rast celic. V nalogi smo želeli preveriti, če bi lahko celice 
najprej namnožili pri pogojih, ki bi jim onemogočali pritrjevanje in šele nato dodali 
učinkovino ter sledili tvorbi biofilma. V ta namen smo preverili še količino biofilma s 
stresanjem in brez stresanja bakterijske kulture med enodnevno rastjo. S tem smo želeli 
preveriti, ali bi nam stresanje omogočilo pomnoževanje celic brez ali z zmanjšanim 
pritrjanjem na površino. V nasprotju s pričakovanji stresanje mikrotitrske ploščice na 250 
rpm ni imelo bistvenega učinka na količino celic in tvorbo biofilma. Tudi Gomes in sod. 
(2013) niso ugotovili bistvenega učinka mešanja na količino biofilma, so pa z vrstičnim 
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elektronskim mikroskopom opazili razliko v morfologiji celic in prostorski razporeditvi 
biofilma na mikrotitrski ploščici. Za razliko od nas so uporabili nižjo frekvenco stresanja 
(150 rpm).  
 
Drug način, s katerim bi se lahko izognili vplivu spremembe rasti na tvorbo biofilma, je 
dodatek učinkovine bakterijski kulturi v točki, kjer se celice namnožijo, vendar je količina 
tvorjenega biofima zanemarljiva. V nalogi smo zato določili gostoto celic in izmerili količino 
tvorjenega biofilma v več časovnih točkah (0, 2, 4, 6 in 24 ur). Po nekaterih objavah 
(Wijesinghe in sod., 2019), se eksponentna faza rasti pri bakterijah S. aureus in P. 
aeruginosa prične že kmalu po inokulaciji, celice pa maksimalno gostoto dosežejo po 12-tih 
urah. V našem primeru so bakterijske kulture v eksponentno fazo pričele vstopati šele po 
štirih do šestih urah. Pri opaženih razlikah moramo upoštevati, da so Wijesinghe in sod. 
(2019) v svoji raziskavi za začetni inokulum uporabili 100-krat višjo koncentracijo bakterij. 
V naši nalogi smo v prvih šestih urah pri obeh bakterijah zaznali minimalen porast biofilma, 
vendar je bila v tej časovni točki še vedno nizka tudi gostota celic, zato smo se odločili, da 
bakterije izpostavimo učinkovini v času 10 ur, kjer predvidevamo da so celice v drugi 
polovici eksponentne faze. Sklepamo, da se v tej točki biofim že nahaja, ampak je njegova 
količina v primerjavi s časom 24 ur veliko manjša. 
 
Pri testiranju spreminjanja gostote celic s časom smo opazili, da je gostota celic bakterije P. 
aeruginosa prvih 6 ur naraščala relativno konstantno, pri obeh sevih S. aureus pa je prišlo 
do nenadnega rahlega dviga (pri dveh urah) in nato padca (pri štirih urah) pred ponovnim 
višanjem gostote celic. Razlog za to je zelo verjetno prilagajanje bakterij na spremembo v 
gojišču. Prekonočne bakterije S. aureus iz gojišča BHI smo za namen testiranja biofilma 
namreč prenesli v BHI z 2 % glukozo, prekonočne bakterijske kulture P. aeruginosa pa ne. 
 
Reagent XTT je tetrazolijeva sol, občutljiva na redoks potencial celic. Celice, ki aktivno 
dihajo, pretvarjajo v vodi topen XTT reagent v oranžno obarvan formazan (Thermo Fisher 
Scientific, 2018). Reagent se večinoma uporablja za testiranje metabolno aktivnih 
evkariontskih celic, nekateri pa ga uporabljajo tudi za mikrobiološke raziskave (Joshi in sod., 
2010), npr. za testiranje metabolne aktivnosti celic v biofilmu (Koban in sod., 2012). V 
našem poskusu smo metabolno aktivnost želeli meriti na 24-urni celokupni bakterijski 
kulturi v izbranem gojišču. Ugotovili smo, da ta test z XTT reagentom za naš namen ni 
uporaben, ker je premalo občutljiv (zahteva minimalno koncentracijo 106 CFU/ml za 
bakterijo S. aureus in 108 CFU/ml za P. aeruginosa), vrednosti absorbanc pa z zviševanjem 
koncentracije CFU ne naraščajo sorazmerno. V poskusu smo namreč med koncentracijama 
108 in 109 CFU/ml pri bakteriji S. aureus namesto povišanja specifične absorbance 
(absorbanca vzorca brez absorbance ozadja)) zaznali padec. Podoben trend smo opazili tudi 
pri bakteriji P. aeruginosa med koncentracijama 1010 in 1011 CFU/ml. Kot navajajo nekateri 
znanstveniki, lahko ta pojav pojasnimo s tem, da tetrazolijevih soli niso sposobne reducirati 
le žive celice, temveč tudi sestavine medijev, kot so antioksidanti, vitamini in serumski 
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albumin (Huang in sod., 2004; Chakrabarti in sod., 2000; Funk in sod., 2007). 
Predvidevamo, da je zaradi velike količine zelo bogatega gojišča v reakcijski zmesi prišlo 
do dodatne redukcije reagenta XTT, ki ni bila posledica metabolne aktivnosti, kar je otežilo 
merjenje viabilnosti celic. V redčitvenih točkah, kjer gojišče več ne vpliva na delovanje 
tetrazolijeve soli pa imamo tako nizko koncentracijo celic, da jih barvilo zaradi slabe 
občutljivosti več ne zazna. 
 
Sledilo je testiranje vpliva polžje sline (nerazredčene in razredčene v razmerju 1:2) na rast 
in tvorbo biofilma. Z dodajanjem sline redčimo bakterijsko kulturo, zato smo v testiranjih 
naredili še kontrolo redčenja (bakterijska kultura z dodanim pufrom PBS). Naredili smo tudi 
kontrolo rasti, kjer smo dodali sveže gojišče. Ob koncu vsakega poskusa smo preverili čistost 
testiranih bakterijskih kultur in sterilnost negativnih kontrol (gojišče brez bakterijske 
kulture). 
 
S preliminarnim testiranjem polžje sline na rast in tvorbo biofilma smo želeli preizkusiti 
protokol za določanje vpliva učinkovine na tvorbo biofilma, ki smo ga pripravili na osnovi 
predhodnih optimizacij, kot so vrsta mikrotitrske ploščice, način fiksacije biofilma in 
topljenja barvila KV, gojišča, sevi, mešanje, čas dodajanja sline. Razredčine raztopin (sline 
in PBS) smo pripravili z gojiščem. Rezultate smo dopolnili tudi s podatki o gostoti 
planktonskih celic. Opazili smo, da je dodatek polžje sline ali razredčene polžje sline gostoto 
planktonskih celic povečal do te mere, da je bila primerljiva s kontrolo rasti in bistveno višja 
od kontrole redčenja. Kljub veliki gostoti celic pri dodatku polžje sline, pa je bilo biofilma 
v tem primeru manj, ali pa približno enako kot pri kontroli redčenja. Po tem poskusu smo se 
tudi odločili, da za nadaljnje poskuse sline več ne bomo redčili z gojiščem, temveč s pufrom 
PBS. S slino, razredčeno s svežim gojiščem, bi namreč bakterijski kulturi dovajali nova 
hranila, ki bi lahko pozitivno vplivala na rast, posledično pa bi med seboj težko primerjali 
učinek nerazredčene in razredčene sline. 
 
Na koncu smo v dveh bioloških ponovitvah določali vpliv polžje sline na količino biofilma 
pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa. Rezultate smo ponovno dopolnili s podatki o 
gostoti planktonskih celic. Za vsako biološko ponovitev smo izvedli dva poskusa: pri enem 
smo slino dodali ob pripravi testne bakterijske kulture in inkubirali 24 ur, pri drugem pa smo 
slino dodali po 10-tih urah inkubacije kultue in inkubirali dodatnih 24 ur. Z dodajanjem sline 
pred začetkom inkubacije nas je v glavnem zanimal njen vpliv na gostoto planktonskih celic 
in s tem posreden vpliv na tvorbo biofilma. Z dodajanjem sline po 10-urni inkubaciji smo 
želeli testirati neposreden vpliv polžje sline na tvorbo biofilma. Slino smo v tem primeru, 
kot omenjeno, dodajali po 10-tih urah, da bi zmanjšali vpliv polžje sline na rast celic. Pri 
drugi biološki ponovitvi smo želeli dodati še informacijo o številu vseh celic v vzorcu 
(planktonskih in pritrjenih). 
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V splošnem zmanjšanja tvorbe biofilma in rasti celic bakterij S. aureus in P. aeruginosa v 
bakterijskih kulturah z dodano polžjo slino nismo opazili. Pri dodatku polžje sline 
(nerazredčene ali razredčene) k 10-urni bakterijski kulturi smo v več kot polovici vdolbinic 
na mikrotitrski ploščici z bakterijo S. aureus zaznali višje količine biofilma, kot v kontroli 
redčenja, v ostalih primerih pa nismo zaznali bistvenih sprememb. Učinka sline na gostoto 
planktonskih celic ne moremo potrditi, saj smo povišano rast zaznali le v preliminarnem 
testiranju. Vsekakor pa lahko potrdimo, da polžja slina ni zmanjšala rasti bakterije S. aureus. 
 
Pri bakteriji P. aeruginosa je polžja slina v primerjavi s kontrolo redčenja in kontrolo rasti 
povečala količino biofilma v primeru dodajanja k 10 ur stari bakterijski kulturi. Če smo slino 
dodali takoj, smo povišano količino biofilma opazili le v enem od treh primerov, sicer pa 
bistvene spremembe v količini biofilma nismo zaznali. Če povzamemo obojne rezultate, 
polžja slina v večini primerov ni zmanjšala količine biofilma, nasprotno smo v nekaterih 
primerih v primerjavi s kontrolami opazili višje količine biofilma. Gostota planktonskih celic 
je bila neglede na čas dodajanja sline v večini vdolbinic na mikrotitrski ploščici s polžjo 
slino in njeno razredčino višja kot v kontroli redčenja. 
 
Pri določanju vpliva na rast celic smo v vdolbinicah na mikrotitrski ploščici s polžjo slino 
ali njeno razredčino v razmerju 1:2 opazili večjo (pri obeh sevih S. aureus in pri enem sevu 
P. aeruginosa) ali enako gostoto celic (pri enem od sevov P. aeruginosa).  
 
Glede na dobljene rezultate lahko ovržemo obe hipotezi: 1) Polžja slina bo rast različnih 
sevov inhibirala različno močno in 2) Polžja slina bo različno močno inhibirala tvorbo 
biofilma različnih sevov. Polžja slina v naših poskusih namreč ni inhibirala rasti celic in 
tvorbe biofilma. Nasprotno je v nekaterih primerih, sploh pri bakteriji P. aeruginosa delovala 
ravno obratno: bakterijske kulture s slino so imele višje vrednosti OD, v primerjavi s 
kontrolo redčenja (bakterijska kultura s pufrom PBS). Iz tega lahko sklepamo, da so v slini 
dejavniki, ki spodbujajo rast celic, npr. hranila. Denny (1983), Gabriel in sod. (2011) in 
Greistorfer in sod. (2017) namreč navajajo, da je polžja slina kompleksna zmes kemijskih 
snovi, med drugim tudi hranil, kot so sladkorji in proteini. Bakterije bi ta hranila lahko 
uporabila, kar bi ob nezadostnem protimikrobnem učinku polžje sline lahko vplivalo na 
njihovo rast in tvorbo biofilma. Protimikrobni peptidi in proteini namreč predstavljajo le 
majhen delež polžje sline, ki jo sicer tvori približno 90 do 99,7 % vode (Denny, 1983).  
 
Za razliko od nas, ki smo uporabili filtrat naravne polžje sline, so v drugih raziskavah za 
testiranje protimikrobnega učinka polžje sline uporabljali v vodi topno frakcijo polžje sline 
(Iguchi in sod., 1982 in Pitt in sod., 2015), ali izolirane proteine (Otsuka-Fuchino in sod., 
1992; Zhong in sod., 2013; Dolashki in sod., 2020) Pri tem so zaznali protimikrobni učinek 
proti številnim bakterijam, med drugim tudi proti bakterijam S. aureus in P. aeruginosa, kar 
je v nasprotju z našimi rezultati. Razlog za to bi, kot omenjeno, lahko bila uporaba sline v 
drugačni obliki.  
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- Za testiranje tvorbe biofilma je učinkovita kombinacija fiksacije biofilma s sušenjem 
pri sobni temperaturi in topljenja barvila kristal vijolično s 70 % etanolom. 
- Za testiranje tvorbe biofilma je izbira gojišča odvisna ne le od bakterijske vrste 
ampak tudi od seva. V našem primeru je pri izbranih sevih S. aureus najbolj primerno 
gojišče bilo BHI z 2 % glukozo, pri bakteriji P. aeruginosa pa gojišče BHI brez 
dodane glukoze. 
- Sevi bakterije P. aeruginosa so v danih pogojih tvorili večje količine biofilma v 
primerjavi z bakterijo S. aureus. 
- Mešanje pri 250 rpm ne vpliva bistveno na tvorbo biofilma. 
- Metoda osnovana na uporabi reagenta XTT ni bila primerna za kvantifikacijo 
viabilnih celic S. aureus in P. aeruginosa v tekočih kulturah 
- Slina polža Helix aspersa Müller ne zavira rasti celic in tvorbe biofilma pri bakterijah 
S. aureus in P. aeruginosa oz. ju v nekaterih primerih, sploh pri bakteriji P. 
aeruginosa, lahko vzpodbuja.  
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Polži so raznolika in evolucijsko zelo uspešna taksonomska skupina. Zanje je značilno, da 
skozi pedalne žleze izločajo slino, ki jim omogoča številne biološke funkcije. Večji delež 
polžje sline tvori voda, preostanek pa različne kemijske snovi, kot so peptidoglikani, 
glikozaminoglikani, glikoproteinski encimi, hialuronska kislina, bakrovi peptidi, sladkorji 
in minerali. V slini različnih polžev so znanstveniki odkrili tudi protimikrobne peptide in 
proteine različnih velikosti. Polžjo slino bi zaradi protimikrobnega učinka, protivnetnega 
učinka in vzpodbujanja celične regeneracije lahko uporabili ne le v kozmetični industriji, 
temveč tudi v medicini za zdravljenje kroničnih ran, ki za razliko od akutnih ran dalj časa 
ostanejo v vnetni fazi in se ne zacelijo. Zdravljenje kroničnih ran pogosto ovirajo okužbe z 
mikroorganizmi, najpogosteje z bakterijama S. aureus in P. aeruginosa. Gre za 
oportunistična patogena, ki povzročata širok spekter različnih bolezenskih stanj.  
 
Zdravljenje tovrstnih okužb zaradi pojavljanja odpornosti proti antibiotikom postaja težje. 
Zato je pomembno omejiti uporabo antibiotikov, izboljšati nadzor nad okužbami in 
vzpodbujati uvedbo novih protimikrobnih zdravil. Več znanstvenikov je dokazalo prisotnost 
različnih protimikrobnih peptidov v polžji slini in njihovo protimikrobno delovanje proti 
bakterijam S. aureus in P. aeruginosa. Vpliv polžje sline na dejavnike virulence, kot je 
tvorba biofilma, pa ostaja neraziskan. Tvorba biofilma je ena od strategij preživetja bakterij, 
ki v medicini predstavlja velik problem, saj povečuje njihovo odpornost proti antibiotikom 
in lahko predstavlja vir ponavljajočih se okužb. V veliki meri je odvisna od okoljskih 
dejavnikov, predvsem od temperature, osmolarnosti, površine materiala, koncentracije 
železovih ionov v okolju in razpoložljivosti hranil. Za tvorbo biofilma je potrebna tudi 
zadostna gostota bakterij v okolju. Bakterije gostoto zaznavajo s pomočjo kvoruma, ki jim 
omogoča sinhronizacijo skupinskega vedenja. Dodatek glukoze naj bi pri bakterijah S. 
aureus in P. aeruginosa spodbudil tvorbo biofilma. 
 
Tvorba biofilma se najpogosteje ovrednoti z metodo kvantifikacije biomase biofilma po 
barvanju z barvilom KV, osnovano na mikrotitrskih ploščicah. Metoda je cenovno ugodna, 
zanjo potrebujemo čitalec mikrotitrskih ploščic. Temelji na tem, da bakterijski kulturi, ki 
smo jo inkubirali določen čas, odstranimo planktonske celice in jih previdno speremo tako, 
da v mikrotitrski ploščici ostane pritrjena biomasa. Pritrjeno biomaso nato fiksiramo in 
barvamo. Nevezano barvilo pa speremo z vodo in dodamo topilo, ki raztopi barvilo iz 
pritrjene biomase. Na koncu spektrofotometrično določimo optično gostoto vsebine 
mikrotitrske ploščice, ki je sorazmerna s količino biofilma v mikrotitrski ploščici. Slabosti 
te metode so možna delna odstranitev biofilma s spiranjem planktonskih celic, hitra 
izčrpanost hranil, občutljivost na sedimentacijo celic, občasno pa tudi slaba ponovljivost. 
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Prvi del magistrskega dela smo posvetili optimizaciji metode za merjenje in tvorbo biofilma. 
Tvorbo biofilma smo testirali na dveh različnih mikrotitrskih ploščicah, pri čimer se je za 
bolj uspešno izkazala polistirenska mikrotitrska ploščica z ukrivljenim dnom proizvajalca 
Sarstedt. Določili smo optimalen postopek detekcije biofilma za naš poskus, ki je potekal na 
naslednji način: bakterijsko kulturo smo inkubirali brez stresanja ter po končani inkubaciji 
odstranili in s pufrom PBS sprali nepritrjene celice. Biofilm, ki je ostal pritrjen v mikrotitrski 
ploščici, smo fiksirali z dvournim sušenjem pri sobni temperaturi in barvali z barvilom KV. 
Po končanem barvanju smo barvilo KV odstranili in biofilm sprali z destilirano vodo. 
Mikrotitrsko ploščico smo posušili na zraku in kot topilo barvila dodali 70 % etanol. 
Absorbanco smo merili pri 570 nm.  
 
Tekom optimizacije smo ugotavljali tudi vpliv stresanja na rast celic in tvorbo biofilma ter 
spremljali gostoto celic in količino biofilma v času. Dodatno smo preizkusili metodo 
merjenja metabolno aktivnih oz. viabilnih bakterijskih celic z reagentom XTT. Ugotovili 
smo, da stresanje na 250 rpm nima bistvenega vpliva na rast celic in tvorbo biofilma. 
Bakterijske kulture so v našem primeru v eksponentno fazo pričele vstopati šele po štirih do 
šestih urah inkubacije. Zato smo točko za dodajanje polžje sline izbrali pri 10-tih urah 
inkubacije. Sklepali smo, da bodo v tem času bakterijske celice v drugi polovici eksponentne 
faze, količina biofilma pa bo veliko manjša, kot po 24-tih urah. Testiranje viabilnosti celic z 
reagentom XTT se je v našem poskusu izkazalo za premalo občutljivo in v določenih 
koncentracijah nesorazmerno s številom bakterij, ki tvorijo kolonije (CFU).  
 
Tvorbo biofilma bakterij S. aureus in P. aeruginosa smo testirali na skupno 13-tih sevih v 
različnih gojiščih. Ugotovili smo, da izbrani sevi bakterije S. aureus največ biofilma tvori v 
gojišču BHI z 2 % glukozo, sevi bakterije P. aeruginosa so na splošno dobri tvorci biofilma, 
kljub temu smo nekoliko višje vrednosti pri testiranju dobili v gojišču BHI brez dodane 
glukoze. Bakterija P. aeruginosa je v splošnem tvorila večje količine biofilma od bakterije 
S. aureus. Razlike pa smo zaznali tudi med posameznimi sevi iste vrste. Od sedmih testiranih 
sevov S. aureus sta v večini testiranih gojišč biofilm najbolje tvorila seva ZZV17-8422 in 
ZZV17-8428. Med šestimi sevi bakterije P. aeruginosa pa je v večini gojišč le en sev 
(ZZV17-8449) tvoril manj biofilma v primerjavi z ostalimi. 
 
Ugotovili smo, da tako nerazredčena kot razredčena slina v razmerju 1:2 polža Helix aspersa 
Müller ne vpliva oziroma lahko pozitivno vpliva na rast celic in tvorbo biofilma bakterij P. 
aeruginosa in S. aureus.  
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PRILOGE 




(ST : metanol ) 
ukrivljeno dno 
96 % etanol  0,002 
70 % etanol  0,165 
etanojska kislina 0,008 
ravno dno 
96 % etanol 0,371 
70 % etanol 0,639 
etanojska kislina 0,038 
Povprečne vrednosti podatkov so podane v preglednici 11. Legenda: ST: dvourno sušenje pri sobni 
temperaturi. 
 





96 % etanol:  
70 % etanol 
96 % etanol: 
etanojska kislina 
70 % etanol: 
etanojska kislina 
ukrivljeno dno 
z metanolom < 0,001 < 0,001 0,002 
s sušenjem na ST 0,087 0,019 0,267 
ravno dno 
z metanolom 0,034 0,066 0,421 
s sušenjem na ST 0,255 0,067 0,527 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. Legenda: ST: sobna temperatura. 
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Priloga C: Povprečne vrednosti OD570 pri sevih bakterije S. aureus v različnih gojiščih s pripadajočimi standardnimi odkloni 
Legenda: x̄: povprečje, σ: standardni odklon. 
 
Priloga D: Povprečne vrednosti OD570 pri sevih bakterije P. aeruginosa v različnih gojiščih s pripadajočimi standardnimi odkloni 
GOJIŠČE BHI TSB LB 
glc [%] 0 0,2 2 0 0,2 2 0 0,2 2 
sev x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ 
ZZV17-8416 2,134 0,404 2,777 0,626 0,714 0,291 1,444 0,169 2,547 0,257 2,323 0,565 1,859 0,276 2,006 0,248 1,499 0,166 
ZZV17-8427 2,139 0,720 1,877 0,346 0,640 0,229 0,977 0,160 1,074 0,120 0,730 0,102 0,945 0,288 0,802 0,100 0,832 0,035 
ZZV17-8442 4,193 0,371 2,562 0,492 2,018 0,545 0,930 0,149 1,071 0,231 1,062 0,250 0,874 0,102 0,957 0,218 0,950 0,079 
ZZV17-8449 0,394 0,026 0,070 0,069 0,076 0,013 0,805 0,335 0,109 0,023 0,134 0,032 1,989 0,524 1,316 0,403 0,627 0,192 
ZZV17-8494 1,066 0,494 0,944 0,147 2,317 0,386 0,987 0,109 0,886 0,081 0,690 0,071 1,858 0,437 1,003 0,052 2,393 0,436 
ZZV17-8503 2,310 0,509 1,101 0,297 0,675 0,146 1,409 0,331 1,324 0,306 1,697 0,630 2,688 0,715 2,861 0,651 2,018 0,137 
ZZV17-8453 0,538 0,101 0,157 0,041 0,194 0,015 0,062 0,012 0,133 0,026 0,093 0,014 0,324 0,092 0,120 0,026 0,212 0,035 
x̄ 1,825  1,355  0,948  0,945  1,021  0,961  1,505  1,295  1,219  
Legenda: x̄: povprečje, σ: standardni odklon.
GOJIŠČE BHI TSB LB 
glc [%] 0 0,2 2 0 0,2 2 0 0,2 2 
sev x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ 
ZZV17-8419 0,093 0,030 0,152 0,068 0,279 0,047 0,000 0,001 0,050 0,013 0,066 0,014 0,000 0,012 0,013 0,013 0,297 0,048 
ZZV17-8422 0,141 0,080 0,793 0,042 2,415 0,415 0,728 0,023 0,878 0,155 0,649 0,127 0,076 0,013 1,202 0,036 0,633 0,174 
ZZV17-8428 0,091 0,044 0,538 0,176 1,736 0,240 0,445 0,105 0,739 0,172 1,088 0,194 0,111 0,020 1,157 0,098 0,525 0,103 
ZZV17-8435 0,100 0,023 0,029 0,010 0,057 0,007 0,213 0,013 0,181 0,032 0,473 0,175 0,000 0,019 0,170 0,033 0,134 0,025 
ZZV17-8447 0,003 0,005 0,000 0,003 0,338 0,044 0,003 0,025 0,097 0,016 0,039 0,014 0,000 0,009 0,004 0,016 0,031 0,003 
ZZV17-8498 0,023 0,023 0,033 0,021 0,189 0,020 0,000 0,007 0,036 0,024 0,049 0,008 0,000 0,003 0,274 0,011 0,253 0,057 
ZZV17-8453 1,143 0,042 0,460 0,098 0,117 0,070 0,022 0,029 0,054 0,006 0,050 0,020 0,445 0,071 0,066 0,025 0,130 0,020 
x̄ 0,228  0,286  0,733  0,201  0,291  0,345  0,090  0,412  0,286  
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Priloga E: Statistične razlike med rastjo sevov S. 
aureus v gojišču X in gojišču Y (vrednost p) 








BHI 0 BHI 0,2 0,383 
BHI 0 BHI 2 0,114 
BHI 0 TSB 0 0,446 
BHI 0 TSB 0,2 0,382 
BHI 0 TSB 2 0,300 
BHI 0 LB 0 0,216 
BHI 0 LB 0,2 0,240 
BHI 0 LB 2 0,372 
BHI 0,2 BHI 2 0,136 
BHI 0,2 TSB 0 0,302 
BHI 0,2 TSB 0,2 0,491 
BHI 0,2 TSB 2 0,384 
BHI 0,2 LB 0 0,087 
BHI 0,2 LB 0,2 0,301 
BHI 0,2 LB 2 0,500 
BHI 0,2 TSB 0 0,098 
BHI 0,2 TSB 0,2 0,140 
BHI 0,2 TSB 2 0,173 
BHI 0,2 LB 0 0,061 
BHI 0,2 LB 0,2 0,226 
BHI 0,2 LB 2 0,132 
TSB 0 TSB 0,2 0,309 
TSB 0 TSB 2 0,232 
TSB 0 LB 0 0,196 
TSB 0 LB 0,2 0,190 
TSB 0 LB 2 0,273 
TSB 0,2 TSB 2 0,398 
TSB 0,2 LB 0 0,107 
TSB 0,2 LB 0,2 0,313 
TSB 0,2 LB 2 0,490 
TSB 2 LB 0 0,083 
TSB 2 LB 0,2 0,398 
TSB 2 LB 2 0,373 
LB 0 LB 0,2 0,085 
LB 0 LB 2 0,042 
LB 0,2 LB 2 0,289 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. 
Legenda: G: gojišče, glc [%]: procent dodane 
glukoze. 
 
Priloga F: Statistične razlike med rastjo sevov P. 
aeruginosa v gojišču X in gojišču Y (vrednost p) 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. 
Legenda: G: gojišče, glc [%]: procent dodane 
glukoze. 
 








BHI 0 BHI 0,2 0,246 
BHI 0 BHI 2 0,083 
BHI 0 TSB 0 0,068 
BHI 0 TSB 0,2 0,098 
BHI 0 TSB 2 0,084 
BHI 0 LB 0 0,295 
BHI 0 LB 0,2 0,201 
BHI 0 LB 2 0,156 
BHI 0,2 BHI 2 0,204 
BHI 0,2 TSB 0 0,167 
BHI 0,2 TSB 0,2 0,243 
BHI 0,2 TSB 2 0,210 
BHI 0,2 LB 0 0,390 
BHI 0,2 LB 0,2 0,453 
BHI 0,2 LB 2 0,375 
BHI 0,2 TSB 0 0,481 
BHI 0,2 TSB 0,2 0,424 
BHI 0,2 TSB 2 0,474 
BHI 0,2 LB 0 0,100 
BHI 0,2 LB 0,2 0,205 
BHI 0,2 LB 2 0,257 
TSB 0 TSB 0,2 0,415 
TSB 0 TSB 2 0,484 
TSB 0 LB 0 0,043 
TSB 0 LB 0,2 0,144 
TSB 0 LB 2 0,187 
TSB 0,2 TSB 2 0,447 
TSB 0,2 LB 0 0,121 
TSB 0,2 LB 0,2 0,249 
TSB 0,2 LB 2 0,313 
TSB 2 LB 0 0,096 
TSB 2 LB 0,2 0,210 
TSB 2 LB 2 0,265 
LB 0 LB 0,2 0,317 
LB 0 LB 2 0,225 
LB 0,2 LB 2 0,407 
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Priloga G: Povprečne vrednosti OD620 in OD570 pri spremljanju časovne dinamike rasti celic in tvorbe biofilma 




















0 0,009 0,012 0,005 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 
2 0,028 0,025 0,006 0,008 0,007 0,009 0,020 0,013 
4 0,001 0,004 0,028 0,020 0,004 0,004 0,028 0,018 
6 0,001 0,013 0,078 0,089 0,024 0,069 0,407 0,417 
24 0,106 0,413 1,434 1,095 2,403 0,240 2,746 4,127 
24S 0,075 0,196 1,238 1,269 2,161 0,397 2,115 3,400 
 
Priloga H: Statistične razlike v OD620 in OD570 pri spremljanju časovne dinamike rasti celic in tvorbe biofilma 
























0 2 < 0,001 0,004 0,528 0,073 0,058 0,184 0,041 0,009 
0 4 0,008 0,026 0,001 0,007 0,187 0,423 0,036 0,030 
0 6 0,004 0,823 0,013 0,001 0,093 0,032 0,004 0,004 
0 24 0,002 0,033 < 0,001 0,007 0,021 0,190 0,013 < 0,001 
2 4 0,001 < 0,001 0,007 0,007 0,235 0,429 0,299 0,230 
2 6 < 0,001 0,168 0,016 0,001 0,078 0,002 0,004 0,004 
2 24 0,004 0,035 < 0,001 0,007 0,021 0,201 0,014 < 0,001 
4 6 0,774 0,258 0,028 < 0,001 0,058 0,002 0,004 0,004 
4 24 0,002 0,031 < 0,001 0,007 0,021 0,194 0,014 < 0,001 
6 24 0,002 0,032 < 0,001 0,008 0,020 0,298 0,018 < 0,001 
24 24 S 0,223 0,080 0,236 0,199 0,386 0,330 0,553 0,306 
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Priloga I: Povprečne vrednosti OD620 in OD570 pri preliminarnem testiranju vpliva polžje sline na gostoto celic 




ZZV17-8422 ZZV17-8428 ZZV17-8422 ZZV17-8428 
slina 0,345 0,333 0,685 0,589 
slina 1:2 0,356 0,351 0,333 0,283 
PBS 0,119 0,159 0,527 0,592 
PBS 1:2 0,126 0,114 1,074 0,817 
BHI + 2 % glc 0,258 0,312 0,508 0,579 
Legenda: slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja slina 
razredčena z gojiščem BHI z 2 % glukozo, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, PBS 1:2: pufer PBS razredčen z BHI z 2 % glukozo, dodan v bakterijsko 
kulturo v razmerju 1:1, BHI + 2 %: bakterijska kultura in gojišče BHI z 2 % glukozo v razmerju 1:1. 
 
Priloga J: Statistične razlike v OD620 in OD570 pri preliminarnem testiranju vpliva polžje sline na gostoto celic  
in tvorbo biofilma bakterije S. aureus 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. Legenda: slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja 
slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja slina razredčena z gojiščem BHI z 2 % glukozo, dodana v bakterijsko 
kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, PBS 1:2: pufer PBS razredčen 
z BHI z 2 % glukozo, dodan v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, BHI + 2 %: bakterijska kultura in gojišče 





Raztopina X Raztopina Y ZZV17-8422 ZZV17-8428 ZZV17-8422 ZZV17-8428 
slina slina 1:2 0,570 0,318 < 0,001 0,001 
slina PBS < 0,001 0,005 0,233 0,963 
slina PBS 1:2 < 0,001 < 0,001 0,095 0,204 
slina gojišče 0,197 0,323 0,002 0,832 
slina 1:2 PBS < 0,001 0,002 0,171 0,043 
slina 1:2 PBS 1:2 < 0,001 < 0,001 0,028 0,049 
slina 1:2 gojišče 0,166 0,134 0,002 0,011 
PBS PBS 1:2 0,731 0,122 0,032 0,206 
PBS gojišče 0,086 0,004 0,855 0,875 
PBS 1:2 gojišče 0,094 0,002 0,048 0,187 
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Priloga K: Povprečne vrednosti OD620 in OD570 in standardni odkloni pri testiranju vpliva polžje sline, dodane 
v sveže pripravljeno kulturo, na rast in tvorbo biofilma bakterije S. aureus 
meritev BP raztopina slina slina 1:2 PBS BHI 
sev x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ 
OD620 
1 
ZZV17-8422 0,087 0,052 0,040 0,021 0,080 0,021 0,068 0,018 
ZZV17-8428 0,065 0,035 0,076 0,015 0,081 0,010 0,055 0,022 
2 
ZZV17-8422 0,342 0,026 0,153 0,022 0,151 0,035 0,114 0,011 
ZZV17-8428 0,038 0,013 0,093 0,070 0,333 0,030 0,364 0,111 
OD570 
1 
ZZV17-8422 1,407 0,050 1,432 0,097 1,110 0,172 1,387 0,041 
ZZV17-8428 1,112 0,092 0,934 0,008 0,807 0,043 1,283 0,129 
2 
ZZV17-8422 1,283 0,063 1,370 0,011 0,992 0,069 1,325 0,014 
ZZV17-8428 1,242 0,060 1,083 0,028 1,148 0,013 1,360 0,021 
Legenda: BP: biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 
1:2 polžja slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI + 2 %: bakterijska kultura in gojišče BHI z 2 % glukozo v razmerju 
1:1. 
 
Priloga L: Statistične razlike v OD620 in OD570 pri testiranju vpliva polžje sline, dodane v sveže pripravljeno 
kulturo, na rast in tvorbo biofilma bakterije S. aureus 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga 
biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2 polžja slina 
razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS 









ZZV17-8422 ZZV17-8428 ZZV17-8422 ZZV17-8428 
Raztopina 
X 
Raztopina Y 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 
slina slina 1:2 0,253 0,017 0,675 0,462 0,008 0,108 0,018 0,886 
slina PBS 0,856 0,031 0,374 0,022 0,099 0,377 0,887 0,053 
slina gojišče 0,598 0,028 0,714 0,146 0,001 0,024 0,507 0,067 
slina 1:2 PBS 0,157 0,965 0,443 0,090 < 0,001 0,009 0,042 0,501 
slina 1:2 gojišče 0,154 0,199 0,398 0,122 0,002 0,038 0,424 0,435 
PBS gojišče 0,568 0,360 0,245 0,762 0,003 0,043 0,530 0,401 
Žlender T. Vpliv polžje sline na rast in tvorbo biofilma pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa. 
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Priloga M: Povprečne vrednosti OD620 in OD570 in standardni odkloni pri testiranju vpliva polžje sline, dodane 
k 10-urni kulturi, na rast in tvorbo biofilma bakterije S. aureus 
meritev BP raztopina slina slina 1:2 PBS BHI 
sev x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ 
OD620 
1 
ZZV17-8422 0,036 0,025 0,066 0,010 0,099 0,039 0,123 0,067 
ZZV17-8428 0,027 0,011 0,217 0,095 0,359 0,072 0,447 0,144 
2 
ZZV17-8422 0,086 0,071 0,020 0,003 0,186 0,081 0,410 0,005 
ZZV17-8428 0,070 0,017 0,022 0,016 0,442 0,063 0,832 0,111 
OD570 
1 
ZZV17-8422 0,581 0,037 0,601 0,130 0,257 0,054 0,613 0,040 
ZZV17-8428 0,253 0,086 0,399 0,128 0,108 0,045 0,369 0,004 
2 
ZZV17-8422 0,607 0,145 0,358 0,016 0,335 0,086 0,405 0,049 
ZZV17-8428 0,492 0,051 0,480 0,008 0,224 0,025 0,429 0,041 
Legenda: BP: biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 
1:2 polžja slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI + 2 %: bakterijska kultura in gojišče BHI z 2 % glukozo v razmerju 
1:1. 
 
Priloga N: Statistične razlike razlike v OD620 in OD570 pri testiranju vpliva polžje sline, dodane k 10-urni 






ZZV17-8422 ZZV17-8428 ZZV17-8422 ZZV17-8428 
Raztopina 
X 
Raztopina Y 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 
slina slina 1:2 0,169 0,418 0,072 0,099 0,814 0,255 0,228 0,956 
slina PBS 0,092 0,323 0,092 0,060 0,002 0,176 0,209 0,044 
slina gojišče 0,141 0,097 0,036 0,060 0,367 0,305 0,310 0,780 
slina 1:2 PBS 0,280 0,213 0,561 0,054 0,030 0,658 0,045 0,029 
slina 1:2 gojišče 0,275 0,001 0,092 0,057 0,892 0,334 0,719 0,789 
PBS gojišče 0,622 0,159 0,232 0,074 0,001 0,345 0,076 0,342 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga 
biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2 polžja slina 
razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS 
v razmerju 1:1, BHI + 2 %: bakterijska kultura in gojišče BHI z 2 % glukozo v razmerju 1:1. 
 
  
Žlender T. Vpliv polžje sline na rast in tvorbo biofilma pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
Priloga O: Povprečne vrednosti OD620 in OD570 in standardni odkloni pri testiranju vpliva polžje sline, dodane 
v sveže pripravljeno kulturo, na rast in tvorbo biofilma bakterije P. aeruginosa 
meritev BP raztopina slina slina 1:2 PBS BHI 
sev x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ 
OD620 
1 
ZZV17-8442 1,407 0,050 1,432 0,097 1,110 0,172 1,387 0,041 
ZZV17-8503 1,112 0,092 0,934 0,008 0,807 0,043 1,283 0,129 
2 
ZZV17-8442 1,283 0,063 1,370 0,011 0,992 0,069 1,325 0,014 
ZZV17-8503 1,242 0,060 1,083 0,028 1,148 0,013 1,360 0,021 
OD570 
1 
ZZV17-8442 1,534 0,161 1,808 0,272 2,102 0,350 1,700 0,542 
ZZV17-8503 3,238 0,345 3,464 0,254 2,981 0,369 4,062 0,228 
2 
ZZV17-8442 3,616 0,687 4,150 0,057 4,097 0,016 2,372 0,516 
ZZV17-8503 4,098 0,074 3,598 0,175 2,014 0,266 4,638 0,421 
Legenda: BP: biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 
1:2: polžja slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče BHI v razmerju 1:1. 
 
Priloga P: Statistične razlike v OD620 in OD570 pri testiranju vpliva polžje sline, dodane v sveže pripravljeno 






ZZV17-8442 ZZV17-8503 ZZV17-8442 ZZV17-8503 
Raztopina 
X 
Raztopina Y 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 
slina slina 1:2 0,724 0,292 0,078 0,123 0,301 0,469 0,500 0,115 
slina PBS 0,085 0,049 0,016 0,258 0,134 0,499 0,512 0,079 
slina gojišče 0,608 0,511 0,684 0,190 0,713 0,186 0,057 0,395 
slina 1:2 PBS 0,062 0,075 0,033 0,139 0,403 0,441 0,210 0,077 
slina 1:2 gojišče 0,517 0,077 0,435 0,010 0,817 0,125 0,069 0,257 
PBS gojišče 0,101 0,082 0,317 0,012 0,435 0,132 0,033 0,084 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga 
biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja 
slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer 
PBS v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče BHI v razmerju 1:1. 
 
  
Žlender T. Vpliv polžje sline na rast in tvorbo biofilma pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
Priloga Q: Povprečne vrednosti OD620 in OD570 in standardni odkloni pri testiranju vpliva polžje sline, dodane 
k 10-urni kulturi, na rast in tvorbo biofilma bakterije P. aeruginosa 
meritev BP raztopina slina slina 1:2 PBS BHI 
sev x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ 
OD620 
1 
ZZV17-8442 1,583 0,052 1,548 0,041 0,808 0,113 1,532 0,057 
ZZV17-8503 1,030 0,058 1,043 0,127 0,552 0,180 0,771 0,184 
2 
ZZV17-8442 1,509 0,047 1,386 0,007 0,951 0,150 1,395 0,016 
ZZV17-8503 1,240 0,044 1,263 0,058 0,581 0,030 0,930 0,049 
OD570 
1 
ZZV17-8442 2,316 0,227 1,199 0,047 1,395 0,162 2,043 0,725 
ZZV17-8503 4,087 0,105 2,581 0,702 2,787 0,280 4,190 0,239 
2 
ZZV17-8442 3,732 0,313 3,502 0,394 2,079 0,208 3,230 0,054 
ZZV17-8503 4,078 0,088 2,982 0,571 2,248 0,073 3,169 0,290 
Legenda: BP: biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 
1:2: polžja slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska 
kultura in pufer PBS v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče BHI v razmerju 1:1. 
 
Priloga R: Statistične razlike v OD620 in OD570 in standardni odkloni pri testiranju vpliva polžje sline, dodane 






ZZV17-8442 ZZV17-8503 ZZV17-8442 ZZV17-8503 
Raztopina 
X 
Raztopina Y 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 1 BP 2 BP 
slina slina 1:2 0,414 0,163 0,875 0,701 0,022 0,586 0,061 0,218 
slina PBS 0,002 0,095 0,035 0,005 0,053 0,034 0,008 0,002 
slina gojišče 0,319 0,153 0,126 0,023 0,593 0,254 0,559 0,117 
slina 1:2 PBS 0,004 0,151 0,022 0,013 0,337 0,074 0,674 0,316 
slina 1:2 gojišče 0,721 0,594 0,112 0,027 0,172 0,500 0,046 0,738 
PBS gojišče 0,002 0,146 0,215 0,023 0,259 0,066 0,003 0,123 
Statistično značilne razlike so označene z rumeno. Legenda: 1 BP: prva biološka ponovitev, 2 BP: druga 
biološka ponovitev, slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2: polžja 
slina razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer 
PBS v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče BHI v razmerju 1:1. 
 
  
Žlender T. Vpliv polžje sline na rast in tvorbo biofilma pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa. 
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Priloga S: Povprečne vrednosti OD620 in OD570 pri testiranju vpliva polžje sline na gostoto planktonskih in 
pritrjenih celic pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa 
meritev OD620 
raztopina slina slina 1:2 PBS BHI 
sev x̄ σ x̄ σ x̄ σ x̄ σ 
ZZV17-8422 1,175 0,006 1,040 0,054 0,325 0,001 0,256 0,003 
ZZV17-8428 0,983 0,056 0,991 0,043 0,482 0,004 0,521 0,037 
ZZV17-8442 1,711 0,029 1,851 0,030 1,486 0,013 1,784 0,036 
ZZV17-8503 1,555 0,009 1,571 0,021 1,518 0,006 1,571 0,079 
Legenda: slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2 polžja slina 
razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS 
v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče BHI v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče 
BHI v razmerju 1:1. 
 
Priloga T: Statistične razlike v OD620 in OD570 pri testiranju vpliva polžje sline na gostoto planktonskih in 
pritrjenih celic pri bakterijah S. aureus in P. aeruginosa 
Legenda: slina: bakterijska kultura in nerazredčena polžja slina v razmerju 1:1, slina 1:2 polžja slina 
razredčena s pufrom PBS, dodana v bakterijsko kulturo v razmerju 1:1, PBS: bakterijska kultura in pufer PBS 
v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče BHI v razmerju 1:1, BHI: bakterijska kultura in gojišče 
BHI v razmerju 1:1. 




S. aureus P. aeruginosa 









slina slina 1:2 0,171 0,888 0,041 0,459 
slina PBS 0,003 0,049 0,028 0,053 
slina gojišče 0,001 0,016 0,161 0,818 
slina 1:2 PBS 0,034 0,036 0,015 0,150 
slina 1:2 gojišče 0,030 0,008 0,182 1,000 
PBS gojišče 0,013 0,381 0,033 0,514 
